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PREFACIO

Por diversas razdes o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia
em biofdrmacos e farmacos sintéticos tem sido apontado como um aspecto
dominante no século XXI em relagdo ao impacto no progresso social
e econdmico da humanidade. Esse desenvolvimento encontra diversos
desafios e oportunidades a serem enfrentados nessa area do conheci-
mento visando os beneficios da biotecnologia aplicada especialmente
na area dos cuidados com a satide. Destacamos nesse campo de atividade
as pesquisas e o projetos de processos na producao de antibidticos e
antivirais, firmacos para o tratamento de doengas imunoldgicas, medi-
camentos para doencgas cardiovasculares e firmacos para o sistema
nervoso central, sistema gastrointestinal e tratamento do cancer além
de analgésicos entre diversos outros.

O alto valor agregado dos produtos ja obtidos ou em elaboragao
atualmente tem demonstrado a importincia de altos investimentos,
com um retorno inegavel para a sociedade e possibilitando evidente
melhoria da qualidade de vida para a popula¢ao das nagdes modernas.
Devido as caracteristicas de obten¢do de misturas complexas oriundas
de biorreatores e reatores quimicos de sintese, é constatado na litera-
tura dessa area que as etapas de recuperacéo, separa¢ao e purificagdo
de produtos farmacéuticos respondem geralmente por uma faixa de
60% a 80% dos custos de produgao.

A busca de novas tecnologias e métodos que incorporam recentes
inovagoes em operagdes de separacao acarreta melhorias consideraveis
nos precos e qualidade dos medicamentos, que sdo intensamente
requeridos. Desse modo o sucesso comercial dos produtos mencionados
¢ altamente dependente dos métodos denominados de “downstream” e
biosseparagdao. O estudo desses métodos é especialmente relevante na
ampliagdo de escala dos processos de produgdo levando-se em conta as
necessidades atuais no uso desses farmacos.



Prefdcio

O potencial de mercado e o aumento das diversas tendéncias na
comercializagdo de biofirmacos e de farmacos sintéticos sio imensos.
Considerando apenas as 10 maiores empresas farmacéuticas do mundo
tem-se uma estimativa em 2020 de um valor de vendas totais de 800
bilhoes de dolares ao ano com lucros liquidos estimados em 150 bilhoes
de ddlares ao ano. Os investimentos em pesquisa e desenvolvimento se
situam geralmente em 25% do lucro liquido.

A realidade atual dos principais métodos de divulgagao das pesquisas,
desenvolvimento e inovagdes em todas as areas do conhecimento utiliza as
publicacdes em artigos de periddicos e em patentes. Mesmo considerando
a efetividade dos veiculos citados, enfatizamos que a comunicagao de resul-
tados com organizacao em formato de coletaneas de Capitulos dedicados a
apresentacao de resultados de modo didatico ainda encontra espago impor-
tante para a formagao de recursos humanos no nosso pais.

Um conjunto dos resultados apresentados nesse volume se refere a
separagdo de moléculas quirais, que se distinguem em varias aplicagdes
como farmacos. A area farmacéutica tem mostrado um nimero crescen-
temente importante de aplicagdes de separagdes cromatograficas quirais.

Nos Capitulos 1, 2 e 3 sdo oferecidos estudos de casos da separagido
com o método cromatogréfico continuo que oferece a vantagem de fornecer
os dois enantiémeros requeridos em quantidades adequadas para os testes
clinicos comparativos, além de ser também largamente aplicado para
farmacos que ndo sao facilmente acessiveis por rotas enantioseletivas.

O Capitulo 4 apresenta a separagdo cromatografica dos enantiémeros
do praziquantel em processo continuo e em batelada. O praziquantel é
utlizado no tratamento da esquistossomose. e se apresenta sob a forma
de uma mistura racémica onde apenas um dos seus enantiomeros possui
acdo farmacologica efetiva.
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No Capitulo 5 é realizado um estudo técnico-econémico para a
purificagdo da uricase, que é uma enzima utilizada como biofarmaco no
tratamento e prevenc¢do da gota, a qual ¢ uma doenga inflamatéria que
acomete sobretudo as articulacdes, Sao utilizadas duas técnicas de
purificagdo distintas: cromatografia em contracorrente (CCC) e sistemas
aquosos bifasicos.

O Capitulo 6 trata apresenta o estudo de processos de produgido
de biofdrmacos de acordo com o enfoque denominado Quality by Design
(QbD ou “Qualidade por Projeto”). Inicialmente, serdo explorados o
contexto comercial e o cenario regulatério que levaram as principais
agéncias reguladoras internacionais a promoverem QbD como estratégia
de desenvolvimento de processos de produgdo de medicamentos.

No Capitulo 7 temos a técnica promissora dos sistemas aquosos
bifasicos, os quais podem ser formados em meio aquoso com teor de
agua superior a 50% (m/m) nas fases coexistentes. Duas outras possibi-
lidades surgem quando a premissa de elevado teor de agua é quebrada
surge os sistemas bifasicos, ou quando ha a substitui¢ao integral da agua
por etanol dando origem aos sistemas etanodlicos bifasicos. Neste sentido,
apresenta-se aqui o arcabouco teérico da formacao dos sistemas e seus
diagramas, seguido da aplicagdo no particionamento, concentragao e
purificacao de diferentes biomoléculas com aplicacao na industria
farmacéutica.

Um aspecto relevante dos fundamentos e metodologias que fazem
parte dos diversos Capitulos mencionados é que poderao ser adaptados
a separa¢ao e purificacdo de outras moléculas de interesse a partir de
dados a serem obtidos em laboratério adaptados as caracteristicas da
nova mistura a ser abordada.

Os Organizadores
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#I Separacéo cromatografica de produtos farmacButicos: motivacao ¢ fundamentos

RESUNO

presentamos nesse capitulo a motivagao,
os principais fundamentos fisico-
quimicos relacionados a separagao
cromatografica de farmacos quirais e a aplicagdo
na separagao dos enantiomeros do farmaco
mitotano em coluna cromatografica. Dentre
os aspectos basicos para a compreensao
do tema estdo a adsor¢do e sua relacao
com a cromatografia, a descri¢do de fases
estaciondrias quirais e a aplicacdo de fases
solidas baseadas em silica e polissacarideos para
a resolucdo enantiomérica efetiva do mitotano.
E desenvolvida também a quantificacio
completa dessa separacgdo visando a aplicagao
em processo cromatografico preparativo. O
dominio desses fundamentos enseja a extensao
do método cromatografico visando a ampliagdo
da escala da separagdo com a utilizagdo de
processos continuos com multiplas colunas.
Os aspectos quantitativos e tecnologicos
da ampliacao de escala serao explorados
em capitulos adicionais dessa obra com a
fundamentagdo dos processos de separacao
continua e do estudo de casos de separagdo
cromatografica continua incluindo também a
resolucao de outras misturas racémicas.
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11 INTROCUGAD

I.11 Principios Gerais de Estereoquimica e Quiralidade

Considerando-se o campo dasmoléculasorganicas,adenominagao
de isdmeros (do grego iso = mesmo e meros = parte) foi cunhada em
1806 em livro editado pelo quimico Jons Jacob Berzelius, professor
de medicina, farmacia e botanica no Instituto Karolinska da Suécia,
apos realizar uma sintese e observar compostos com mesma formula
molecular, porém com propriedades quimicas e fisicas diferentes.
Berzelius citou que, apesar da mesma composi¢do quimica, os atomos
estavam dispostos de maneira diferente em tais compostos. Na Tabela
1.1 esta apresentada uma classificacio moderna dos tipos de isomeria e
suas respectivas descri¢oes.

Em 1812 o fisico francés Jean Baptiste Biot observou que cristais
de quartzo sdo hemiédricos, indicando que certas facetas dos cristais
podem ser dispostas de modo a se obter espécies que nio podem ser
sobrepostas. O autor estendeu as observagdes para moléculas organicas
em estado liquido e observou que moléculas de mesma férmula quimica
desviavam o plano de luz polarizada de forma diferente. As moléculas
que desviam a luz polarizada para a esquerda (sentido anti-horario) sao
chamadas de levdgiras e sdo identificadas com o sinal negativo (-), ja as
moléculas que desviam a luz polarizada para a direita (sentido horario)
sao denominadas dextrégiras, identificadas com o sinal positivo (+). O
astronomo britanico John Friedrich Heschel observou em 1822 uma
relagdo entre o hemiedrismo e a rotagdo otica e o cristalografo alemao
Eilhard Mitscherlich anunciou em 1844 a descoberta que o tartarato de
sodio e amonio e o paratartarato de sddio e amonio nao apenas tinham
a mesma féormula quimica mas eram também idénticos em todos os
aspectos, exceto um: as solugdes do tartarato faziam o plano da luz
polarizada girar para a direita, enquanto as solugdes do paratartarato
ndo exerciam efeito sobre a luz polarizada. Desse modo Mitscherlich
criou um desafio para a explica¢do das suas observagoes que perdurou
por mais de 4 anos.

© © ¢ © 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 00000 0000000000000 L0000 00000000 0000000000000 0000000000 0000000000000 0000000000000 00
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Uma das principais contribuicbes de Louis Pasteur a ciéncia
ocorreu em 1848 quando obteve sucesso na separagdo manual de
cristais do sal tartarato de sddio e amodnia nas formas (+) e (-) a partir
da mistura racémica. Os esquemas e fotografia originais dos sais estao
mostrados na Figura 1.1.

Tabela 1.1. Esquema representativo dos tipos de isomerias e suas definicoes.

. Classificagio Tipos Descricao

. Isomeria Os isdmeros pertencem a mesma fungio
: de cadeia orgénica, mas diferem no tipo de cadeia.
. Os isdbmeros pertencem a mesma func¢a
: Isomeria orgénica e possuem o mesmo tipo de

: — ) cadeia, mas diferem na posi¢do de um

. s 7 de posicio grupo funcional, de uma instauragdo ou
. < . ~

. 3 g de uma ramificagéo.

. = JR T US—————————— S ————————— S —-——————

. = [a®} i PN . \ ~

. Z = Isomeria Os isdmeros diferem quanto a fungio

. C ) A

. S 2 de funcio orgénica.

. s 01

. I PN \ ~

. gz Os isdmeros pertencem a mesma fungio
. ) S Isomeria de orgénica e apresentam o mesmo tipo de
. - compensagio cadeia, porém diferem na posi¢ao de um
: heterodtomo.

: Tipo especial de isomeria de fungio, na
. Tautomeria qual os isdbmeros coexistem em equilibrio
. dinadmico em solugdo.

. Tipo de isomeria que ocorre em alcenos
. = Isomeria e compostos ciclicos como resultado

. I+ ~ . ~ . . .

. g g cométrica da orientagdo espacial dos substituintes
. % S} 8 ligados aos carbonos da ligagdo dupla ou
. ¢ 3 pertencentes ao ciclo.

. s 9

. = B

. [} -

. E L‘S ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

. S

D K] :o:

. ~ Isomeria éptica Os isomeros desviam o plano da luz

. P polarizada de forma diferente.
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Pasteur verificou que a poténcia da rotagao dtica da luz polarizada
é causada pela dissimetria, ou seja, a dissimilaridade do cristal ou da
molécula e sua imagem no espelho, como observado no caso dos cristais
do sal tartarato de sédio e amonia. E importante observar que Biot, na
época presidente da Academia de Ciéncias da Franga, solicitou a Pasteur
que repetisse os experimentos no seu laboratério e em sua presenca, o
que pode ser considerada como a primeira revisao presencial de um
trabalho cientifico.

Figura 1.1. Esquema e fotos do trabalho original de Pasteur (1848)
com cristais de tartarato de sdio e amonia com a forma levégiral (-) a
esquerda e a forma destrégira d (+) a direita. A forma racémica (+) (-)
esta na base da fotografia. Fonte: Adaptado de Kauffman e Myers, 1975.

==
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Pasteur verificou que a poténcia da rotagao dtica da luz polarizada
é causada pela dissimetria, ou seja, a dissimilaridade do cristal ou da
molécula e sua imagem no espelho expresso no caso dos cristais do
sal tartarato de sddio e amonia pela presenca das faces hemiédricas.
E importante observar que Biot, na época presidente da Academia de
Ciéncias da Franga, solicitou a Pasteur que repetisse os experimentos no
seu laboratorio e em sua presenca, o que pode ser considerada como a
primeira revisao presencial de um trabalho cientifico.

Os simbolos (+) e (-) sdo utilizados para expressar uma mistura
racémica, formada por dois enantidmeros sem atividade éptica. Em
contrapartida, os compostos opticamente ativos, que ndo sdo imagens
especularesentresi,sdo designados diasteroisomeros. Outraidentificagao
¢ dada pelos prefixos (R) ou (S). R (do latim rectus = direita) e S (do latim
sinister = esquerda). Os estereoisomeros possuem orientacido espacial
dos atomos diferentes, mas idénticos arranjos de ligagdo conectando
seus atomos. Enantiomeros sao pares de estereoisomeros, portanto, nao
se sobrepdem e sdo chamados de compostos quirais.

Uma forma de reconhecer a existéncia de um par de enantiémeros
é verificar se a molécula contém um dtomo tetraédrico ao qual se
ligam quatro diferentes atomos ou grupos de dtomos. Este atomo ¢é
denominado de centro de quiralidade assinalado com asterisco Figura
1.2), frequentemente marcado com um asterisco na estrutura molecular.

Figura 1.2. Carbono com quatro dtomos diferentes ligados, que é uma
das razdes da quiralidade.
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[.1.2 Motivacao A Separacdo de EnantiGmeros

Moléculas quirais apresentam propriedades fisico-quimicas de
extrema importéncia para a atividade terapéutica de farmacos e outras
substancias bioativas. Sistemas bioldgicos, por serem constituidos
por moléculas quirais, realizam reconhecimento tridimensional de
estereoisomeros de forma altamente eficaz, permitindo distinguir entre
os enantiomeros de uma dada molécula, seja ela um farmaco ou um
metabolito enddgeno, levando em geral a respostas farmacoldgicas,
bioldgicas ou terapéuticas distintas. O impacto da quiralidade das
moléculas organicas repercute profundamente em areas de interesse
social e economico, tais como no desenvolvimento de novos farmacos,
aditivos alimentares e fragrancias, por exemplo.

Alguns exemplos de diferencgas nas propriedades dos enantiémeros
estdo apresentados na Tabela 1.2, podendo esse comportamento implicar
em efeitos bioldgicos, e intensidades distintas, ou mesmo o seu efeito
estar limitado a apenas um dos seus enantidmeros.

Desta forma, a pureza enantiomérica de novas moléculas sintéticas
¢ fundamental na pesquisa e desenvolvimento de novas drogas.
Portanto, enantiomeros de moléculas bioativas devem ser preparados
e testados separadamente. Contrapondo-se a ideia de preparagdo
quimica de um tunico estereoisdbmero bioativo (eutdmero) por meio da
catalise assimétrica, os estudos com novos farmacos frequentemente
exigem a disponibilidade dos dois enantiémeros para estudos clinicos,
conferindo aos métodos que permitem a preparagio dos enantidmeros
uma vantagem estratégica adicional.



#I Separacéo cromatografica de produtos farmacButicos: motivacao ¢ fundamentos

Tabela 1.2. Exemplos de diferengas na atividade de pares enantioméricos

Farmacos Estruturas dos Isbmeros Efeitos
HN 1 . N
i -8 _CH, Enantidmero (-): antiartritico
Penicilamina N >\'CH3 Enantidémero (+): extremamente
ad toxico
COOH

Enantiémero (+): hormona

Estrona estrogénica
Enantiémero (-): inativo
0O 0
. . S ’{< NH Enantiémero R: sedativo
Talidomida | - 0 A Ny
Enantiomero S: teratogénico
Z~(
o
\/Ji ""v\/t
o /
Adrenalina | Enantidmero (-): 20 vezes mais ativo

HO N HN\ HD‘/\\A/ Wt

Adrenaling Noradrenaling

De posse destes conhecimentos, as agéncias reguladoras de
medicamentos e alimentos comegaram a se pronunciar sobre o
assunto. Em 1992 a agéncia norte americana FDA (do inglés, Food
and Drug Administration) publicou um documento intitulado FDAs
policy statement for the development of new stereoisomeric drugs
(declaragao da politica para o Desenvolvimento de novos medicamentos
estereoisoméricos). Em 1998 foi a vez da agéncia reguladora
canadense, Health Canada, publicar seu posicionamento em um guia
intitulado Stereochemical issues in chiral drug development (questdes
estereoquimica no desenvolvimento de medicamentos quirais). Apesar
de divergirem em alguns aspectos, quatro pontos comuns sdo de extrema
importancia entre as recomendagdes: os desenvolvedores devem
reconhecer a ocorréncia de quiralidade em novos farmacos, tentar separar
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os estereoisdmeros, determinar a contribui¢ao de cada estereoisdbmero para
a atividade de interesse, e selecionar a forma estereoisomérica que sera
proposta para a comercializagao (Zeid et al., 2011).

Ainda ndo ha no Brasil legislacdo especifica sobre fabricagao e
comercializagao de farmacos quirais publicada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), contudo se tem exigéncias relacionadas
as caracteristicas do insumo farmacéutico ativo (IFA). Estas exigéncias,
a ANVISA solicita dados sobre a estereoquimica desses farmacos
para aqueles que apresentam quiralidade. O principal dado cobrado
é o teor dos estereoisomeros, quando a propor¢ao dos mesmos possa
comprometer a eficacia e a seguran¢a do medicamento (Brasil, 2016).

Em virtude da necessidade de se conhecer a atuagdo individual dos
enantidmerosnosorganismos,eavaliarsuasagdesfarmacoldgicas,surgiram
nos ultimos anos formas de se obter os farmacos enantiomericamente
enriquecidos. As rotas para obtenc¢do de enantidomeros separados podem
ser classificadas em 4 grupos: semi-sintese quiral que utiliza compostos
opticamente puros presentes na natureza, contendo o esqueleto basico do
composto de interesse; separagao da mistura racémica; métodos de sintese
assimétricabioldgica; e, sintese quimica assimétrica. Dentre estes, o método
de separagdo de misturas racémicas em seus enantidmeros apresenta-
se como um campo em pleno desenvolvimento e com extraordinario
potencial. Neste caso, os métodos cromatograficos apresentam-se como
alternativa bastante viavel e eficiente (Francotte, 2001).

[.1.3 Cromatografia para Separacdo de Enantiomeros

O campo farmacéutico tem mostrado um ndmero expressivo
de aplicagdes de separacdes cromatograficas quirais. A utilizagdo de
fases estacionarias quirais (FEQ), como ferramenta analitica para a
determinagdo da composi¢do de misturas enantioméricas em estudos
biologicosefarmacocinéticos,éatualmenteumatécnicabemestabelecida.
No entanto, a aplicagdo do método na escala preparativa para a produgao
de materiais opticamente ativos, em quantidades suficientes para testes
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bioldgicos, estudos toxicoldgicos e posteriormente, testes clinicos, esta
ganhando ampla aceitagao. Com isso, o método cromatografico oferece
a vantagem de fornecer ambos enantidmeros requeridos para os testes
comparativos, além de ser também largamente aplicado para drogas que
ndo sdo facilmente acessiveis por uma rota sintética.

Durante a fase de testes preliminares de novas drogas quirais,
a técnica de cromatografia permite acesso rapido aos enantidmeros
puros e podem vantajosamente substituir a elaboragdo, frequentemente
prolongada, de uma sintese enantioseletiva. Uma grande variedade de
drogas racémicas ja tem sido separada em FEQs, cobrindo diferentes
classesterapéuticas de compostos, tais como: analgésicos, tranquilizantes,
diuréticos, anticonvulsivos e antineoplasicos.

1.2 FUNDAMENTOS

.2 Isotermas de Adsorcao

O estudo do equilibrio de fases ¢ a parte da termodinamica que se
preocupa com a composic¢ao de equilibrio de duas fases e a influéncia de
varios pardmetros nessa composi¢cdo, como por exemplo temperatura e
pressdo segundo Guiochon et al. (1994). Para o caso de sistemas de fases
usado em cromatografia liquida, uma das fases ¢ a solu¢ao de eluigao e
a outra o solido adsorvente.

A adequada simulagao de um processo de separagao cromatografica
requer, principalmente, informag¢oes confiaveis de como os componentes
da mistura a serem separados se distribuirao, em condi¢des de equilibrio,
entre a fase modvel e a fase estacionaria. Este tipo de informacao é obtido
pelas isotermas de adsor¢ao.
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Em geral, isotermas de adsor¢ao podem ser determinadas apenas
experimentalmente. Por esta razao, hd atualmente um largo nimero
de métodos experimentais disponiveis. Sua aplica¢ao apropriada e
eficiente ainda estd longe de se tornar um trabalho de rotina. Decidir
qual método ¢é apropriado para determinar as isotermas de adsorgao,
para um problema especifico de separagdo, é uma tarefa dificil, uma
vez que ndo se trata de uma determinacdo direta da quantidade de
soluto adsorvida e sim de consideragdes de equilibrio. Normalmente,
apenas as isotermas para um unico soluto sao determinadas por meio
de experimentos e as isotermas competitivas sdo, entdo, preditas usando
modelos de isotermas. No entanto, observa-se com frequéncia que os
conceitos tedricos disponiveis oferecem apenas uma precisao limitada e
a determinagdo experimental dos dados de equilibrio multicomponente
¢ recomendada. Um aspecto importante para escolher um método
experimentalsatisfatorio é, frequentemente, se e quanto dos componentes
puros estao disponiveis para realizar as medidas segundo recomendagdo
de Seidel-Morgenstern (2004).

2.2 Andlise Frontal

E 0 método mais comumente utilizado para a determinacio de
isotermas, pela sua precisdo e relativa simplicidade. Trata-se da andlise
das respostas de pulsos grandes (alta quantidade de soluto) aplicados ao
sistema de separagao.

Visando estabelecer as condi¢cbes de operagdo do sistema de
adsor¢ao e elui¢do e o efeito da temperatura e da pressao no desempenho
do sistema sdo necessarios dados experimentais da cinética e da isoterma
de adsor¢ao a pressdo atmosférica e a pressdes elevadas. Na Figura 1.3
¢ mostrado um diagrama das etapas de adsor¢ao, lavagem e eluigido e
o esquema operacional de unidade experimental para a obtengdo de
dados pelo método da analise frontal.
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Figura 1.3. Esquema operacional de processo de adsor¢iao e eluicdo em
colunas para a obten¢ao da curva de ruptura e da isoterma de adsorgao.

Adearcin Lavapem Eluigio

el

Impurezas Produto

A determinacao das isotermas de adsor¢do pelo método da analise
frontal é o problema inverso comparado a predicdo das curvas de
ruptura a partir de isotermas conhecidas. A teoria do equilibrio torna-
se uma conveniente ferramenta para predizer caracteristicas de tais
curvas, como: concentra¢ao no platd intermediario e tempo de retengdo
das frentes de adsor¢do. Apenas esses dados precisam ser determinados
experimentalmente para resolver o problema. Este conceito é aplicado
como uma ferramenta padrao para determinar isotermas para um unico
soluto, a partir da dependéncia da concentragao com o tempo de retengdo
na regido frontal a curva de ruptura. Para isotermas multicomponentes,
as curvas de ruptura também podem ser usadas, mas com algumas
restri¢des. A curva de ruptura para uma mistura bindria tem duas ondas
separadas pelo platd intermedidrio como apresentado na Figura 1.4.
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Figura 1.4. Curva de ruptura para uma mistura binaria com as indica¢oes
dos volumes de reten¢ao e das concentragdes nos estagios de uma eluigdo
a uma dada concentrac¢do de alimentacao.
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Se a condigdo inicial para uma curva de ruptura é que a coluna esteja
em equilibrio com uma concentra¢ao finita de alimentagdo, os tempos
de eluicdo dessas duas ondas dependem dessas concentragdes iniciais.
Assim, é necessario determinar também a composi¢do da solugdo que
esta eluindo pela coluna durante o platd intermedidrio ou adotar como
condi¢ao inicial o equilibrio com a fase mével pura, no caso de apenas o
componente puro menos retido ser eluido durante o platd intermediario
segundo a recomendac¢ao de Mihlbachler et al. (2002).
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Para determinar varios pontos da isoterma, sdo realizadas sucessivas
mudancas na concentracdo de alimentacdo da coluna, resultando em
diferentes curvas de ruptura. Os dados experimentais resultantes sdo
usados na Equacéo 1.1.

_ (V1+2 -V, )‘(Ci,b ~Cig )_(Vl+2 -V )'(Ci,p _Ci,a)
l Vads (]_1)

onde: V,, V,, V, eV, sdo o volume morto do sistema, volume
de retencdo da primeira e da segunda frentes de adsor¢do e volume
de adsorvente presente na coluna, respectivamente. ¢ e ¢, sdo as
concentragdes do componente 7na alimentagao da coluna em equilibrio
inicialmente (anterior a t=0) e atrds da segunda frente de adsor¢ao (platod

superior). ¢, i € a concentragao do componente 7 no plato intermedidrio.

Para os dados experimentais em colunas, o balanco de massa
¢ representado pela equagdo 1.2, resultante do calculo da massa
adsorvida pela integragdo da curva de ruptura. Esse procedimento esta
esquematizado na Figura 1.5.

v,
B CD(VJF—V,”)—_[V:E cav

Mads (1.2)

onde m_, é a massa de adsorvente, C; a concentragio inicial , V. éo
volume morto, V€ o volume final e q é a quantidade de soluto adsorvido.
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Figura 1.5. Obtencdo da quantidade adsorvida na fase sélida no processo
de adsor¢ao por integracdo da area indicada.

Quantidade
Adsorvida

k

Vm Vinjetado (L) V¢

1.2.3 Modelos de Isotermas de Adsorcao

1231 Modelo Linear

Caso a concentra¢ao dos solutos na fase movel seja baixa, o
equilibrio de adsor¢ao pode ser descrito por uma relagdo linear entre as
concentragdes nas fases estaciondria e mével (g = He.c, em que He se
trata da constante de Henry para o componente j).

12.3.2. Modelo de Langmuir Competitivo

O modelo de Langmuir competitivo considera que o processo de
adsorgdo acontece em uma superficie composta de um numero fixo de
sitios de adsor¢do de igual energia, uma molécula sendo adsorvida por
sitio até que a cobertura da monocamada seja alcangada. Este modelo

7
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¢ o mais frequentemente utilizado para descrever adsor¢do nao-linear,
embora seja assumido que ¢ um modelo muito simples para informar
a adsor¢do em fases estaciondrias quirais. A isoterma de Langmuir
corresponde a uma cinética de adsor¢do homogénea e é expressa
matematicamente pela Equagdo 1.3.

. b.c

Qi :qs ) i:1’2

1+blcl +b2C2 ’ (13)

onde: g € a capacidade de saturagio da monocamada do
adsorvente e b, é a constante de equilibrio de adsor¢ao ou coeficiente
de distribuigdo. A constante de Henry (He) para o componente i é dada
pelo produto g.b.

A isoterma de Langmuir é conveniente aplicavel para analise
quantitativade processos deadsor¢do etem umabase fisica, distintamente
das equacgdes empiricas, como o modelo de Freundlich, que ndo tem
nenhuma justificativa teédrica significante. A grande vantagem deste
modelo é o pequeno nimero de pardmetros requeridos e a simplicidade
de sua derivagdo. De fato, somente trés pardmetros sdo necessarios
para descrever adsorcdo competitiva: duas constantes de equilibrio e a
capacidade de saturacao.

12.3.3. Modelo de bi-Langmuir Competitivo

Quando enantiémeros sdo separados em uma FEQ, é esperado que
a fase estaciondria seja heterogénea, com uma distribuicdo de energia
bimodal. O modelo de isoterma bi-Langmuir assume que a superficie
da FEQ contém dois diferentes tipos de sitios: sitios ndo-seletivos, que
retém ambos os enantidbmeros com a mesma energia de adsorgao; e,
sitios enantiosseletivos que interagem diferentemente com estes dois
enantiomeros, ligando-se a eles com diferentes energias (com igual ou
diferente capacidade de saturacao). Assim, as constantes de equilibrio
dos dois enantidmeros nos sitios nao-seletivos sao iguais e o modelo
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bi-Langmuir possui apenas cinco pardmetros neste caso. Este modelo
pode ser considerado como uma extensdo do modelo competitivo de
Langmuir quando estes dois tipos de sitios coexistem na superficie da
fase estaciondria, sendo descrita através da Equagao 1.4.

b, .c b, .c,

Y= L +4qg. — 912132
= 1+, ,i(cl +c,) B 1+b, ¢, +b,,¢, (1.4)

onde: b_, € a constante de equilibrio para a adsor¢ao nos sitios
nao- seletlvos, b . € a constante de equilibrio para a adsor¢do nos sitios
enantlosseletwos q., ¢ acapacidade de saturagdo dos sitios ndo-seletivos
e g € a capacidade de saturagdo dos sitios enantiosseletivos

.24 Método dos Momentos

A analise dos momentos é uma ferramenta usual para determinagio
dos coeficientes de dispersao axial e difusdo, e até mesmo das propriedades
de um leito fixo, como suas porosidades, a partir de experimentos de
pulsos cromatograficos segundo observagdes de Miyabe e Suzuki (1992).
Esta técnica consiste na andlise da concentragdo do soluto como uma
funcdo do tempo na saida do leito fixo em resposta a concentra¢io do
soluto no pulso na entrada do leito. Para solucoes diluidas, a curva de
equilibrio sélido-liquido pode ser representada por uma reta (lei de
Henry). A inclinagao desta reta pode ser determinada a partir do primeiro
momento de um pulso do soluto, o qual é associado ao tempo de retengdo
do soluto. Parametros de transferéncia de massa podem ser obtidos a
partir do segundo momento. O método de andlise dos momentos ¢ usado
para determinar as constantes de adsor¢éo e a porosidade do leito.

Por definicaio dos momentos de uma distribui¢do, o n-ésimo
momento do perfil de banda na saida do leito cromatografico de
comprimento z = L é calculado pela Equagdo 1.5 desenvolvida por
Guiochon et al. (1994).
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M =

n

clt,L)t"d

S — 8

(1.5)

onde t é o tempo, L o comprimento da coluna, C é concentragdo
e M_ € 0 enésimo momento.

O n-ésimo momento absoluto ou normalizado é expresso pela
Equacao 1.6.

ct,L)t"d

o =38

Ky

<

0 clt,L)d (1.6)

o —8

onde M, é o momento de ordem zero.

E o n-ésimo momento central ¢ dado pela Equagao 1.7.

c(t,L)(t—u,)"d

S — 8

c(t,L)d (1.7)

S — 8

Ondey, éoprimeiro momento absoluto de um pico cromatografico.

O primeiro momento absoluto de um pico cromatografico y,, ¢
relacionado ao tempo de retengdo do pico e consequentemente, a for¢a

de ligacdo, por exemplo. A constante de equilibrio ¢ calculada pela
Equagédo 1.8, segundo Arnold et al. (1985a).
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tinj

n=tg :£[8+(1—8)8P+(1—8)(1—8P)KP]+
Uo 2 (1.8)

onde: u, ¢ a velocidade superficial de escoamento da fase movel e
tinj o tempo de injegao.

O segundo momento central 11, érelacionado ao espalhamento do
pico, causado por desvios do equilibrio. Quando o pico cromatografico

de elui¢do for gaussiano (Equagdo 1.9), 1, torna-se igual a variancia o®

2

2
— D tin'
Mz :(52 :% _§|:1+(L]i:| +( & j 1 + y
u u 1-¢ /K l-¢ /K m 2 (19)

onde: u ¢ a velocidade intersticial e K é dado pela Equagao 1.10.

onde &, ¢é a porosidade doi adsorvente.

Para o caso em que o soluto ¢ um composto que nao sofre adsor¢ao
na fase estaciondria (K, = 0), o primeiro momento fica simplificado
de acordo com a Equagdo 1.11, utilizada para a determinacdo das
porosidades total e do leito.
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2

tinj

L
ny =g :_[8+(1_8)8P]+ >
Uo (1.11)

2.5 Mtura de Colunas Equivalente a um Prato Tedrico

A eficiéncia de separagdo de um processo cromatografico aumenta
a medida que o soluto flui através do leito recheado, devido ao maior
numero de interacdes do soluto entre a fase modvel e a fase estacionaria.
Uma etapa na qual a molécula alcanga o equilibrio é equivalente a um
estagio de equilibrio, também designado por prato.

A altura equivalente a um prato (H) mede a eficiéncia das
condi¢des cromatograficas através dos tempos de retengao obtidos e do
alargamento de bandas. Este parametro é normalmente utilizado para
avaliar o desempenho da coluna, admitindo-se uma escolha adequada
das condigoes (Cass e Degani, 2001). Para um sistema com isoterma de
adsorcao linear, ou seja, sob condi¢oes de diluigdo infinita, a eficiéncia
de uma coluna cromatografica pode ser avaliada a partir de H, de acordo
com a Equagdo 1.12. Baixos valores de H significam maior eficiéncia da
coluna, que resulta em um alto valor do numero de pratos (N,).

L
p?>  Np (1.12)

onde: L é o comprimento da coluna, p é a visosidade e N, ¢é
calculado pela Equacédo 1.13.

2
to.
N,=58 (R—]
Wi (1.13)
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ondet,. e w, isdo o tempo de reten¢do do componenteie alargura
da base do pico cromatogréfico.

Combinando-se as Equagdes 1.7 e 1.8 com a 1.11 tem-se como
resultado a Equagdo 1.14.

D

2 1 17
L+2u( £ j 1+( € j—
u 1—8 Km 1—8 K (114)

onde: D, é o coeficiente de dispersio axial da coluna; k_ o
coeficiente de transferéncia de massa global

H=

Na Equagdo 1.14 o valor da constante K é dada pela Equagdo 1.15

K=¢,+(1—¢,) (1.15)
onde: He a constante de Henry.

Deacordo com Guiochon etal. (1994), considera-se quea dispersao
axial resulta de dois mecanismos diferentes, a saber: difusao molecular
e difusdo turbilhonar. Como primeira aproximacgio, estes efeitos se
somam de forma que o coeficiente de dispersdo seja representado pela
Equacao 1.16.

D, =y,D, +v,dpu (1.16)

onde: D_¢€ o coeficiente de difusdo molecular, y, ey, sio constantes
que possuem normalmente valores 0,7 e 0,5 respectivamente, segundo
Ruthven (1984).
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A altura equivalente a um prato ¢ fungao da geometria da coluna e
empacotamento, das condi¢oes de operagao, das propriedades do soluto
e das intera¢des do soluto com a fase movel e com a fase estacionaria.
Para uma dada separagdo cromatografica, o empacotamento da coluna
e o soluto ja sdo definidos, H é funcdo da velocidade superficial de
escoamento da fase mével (1) segundo Arnold et al. (1985a e 1985b).
Isso permite obter informagdes acerca de fendmenos de transferéncia
de massa. Geralmente é assumido que a transferéncia de massa em
colunas cromatograficas consiste em varios processos, dentre os quais,
os quatro principais normalmente considerados sdo: i) dispersdo
axial; ii) transferéncia de massa do fluido para particula; iii) difusdo
intraparticular; e, iv) adsor¢ao/dessorgao.

O valor de H para uma coluna cromatografica pode ser calculado,
aproximadamente, pela equagdo de van Deemter (Equagdo 1.17).

H=4 +£ +Cu,
U, (1.17)

onde: A, Be Csao coeficientes empiricos de acordo com Guiochon
(2002). O termo A refere-se ao alargamento dos picos devidos aos
caminhos tortuosos seguidos pelas moléculas da amostra, e u_ € a
velocidade superficial

Paraminimizar este termo é necessario usar colunas com diAmetros
internos pequenos, bem recheadas e particulas com tamanho pequeno
e uniforme. O termo B esta relacionado com a difusio molecular do
soluto na fase movel, podendo ser minimizado trabalhando-se com a
massa especifica da fase mdvel. O termo C é uma fungdo dos efeitos
de transferéncia de massa do soluto entre as fases modvel e estaciondria.
Neste caso, vazdes menores de fase movel minimizam estes efeitos.

O primeiro termo da Equagédo 1.17, referente a difusdao molecular
para a dispersdo axial, geralmente é pouco pronunciado perante o
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segundo termo, sendo normalmente percebido a baixas velocidades
de escoamento de fluido. Neste caso, uma equagao modificada de van
Deemter (Equagdo 1.18) é originada a partir da Equagao 1.16.

onde: A e C sao coeficiente, dados pelas Equagdes 1.19 e 1.20,
respectivamente.

A=2y,d, (1.19)

C—2( ‘ ] ! 1+( ‘ ji )
U-e¢)k, 1-¢)K (1.20)

A Figura 1.6 mostra a variagao de H com a velocidade superficial
u, A curva 1 corresponde ao primeiro termo do segundo membro da
Equagdo 1.16, sendo independente da velocidade superficial. A curva
3 apresenta-se como uma funcdo linear da velocidade superficial e
corresponde ao terceiro termo do segundo membro da Equagao 1.16.
A difusdao molecular (representado pelo segundo termo do segundo
membro da Equagdo 1.16) é inversamente proporcional a velocidade
superficial, tratando-se da curva 2 e, por fim, a curva 4 se refere ao perfil
que apresenta um valor de minimo para a altura correspondente a um
prato em uma dada velocidade superficial (denominada de étima).
Abaixo desta velocidade, H torna-se fortemente dependente dos efeitos
de difusdo e a altas velocidades, fortemente dependente do termo de
transferéncia de massa de acordo com Sewell et al. (1988).

.
.
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Figura 1.6. Variagdo de H com a velocidade superficial u, de acordo
com a equagao de van Deemter.
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1.3 ADSORCAD E CROMATOGRAFIA COMO FERRAMENTAS DE PURIFICAGAD
1.3.1 Aspectos Gerais

Os avangos na fabricagao e purifica¢ao de produtos farmacéuticos
trazem um grande impacto nas ciéncias da vida. A necessidade de isolar,
separar e purificar moléculas importantes para as areas farmacéutica,
biomédica e outras da industria biotecnoldgica, em geral, aparece como
uma oportunidade de desenvolvimento da biosseparagdo, em etapas
conhecidas como processos “downstream’. Essas etapas respondem por
uma grande percentagem dos custos total do processo de fabricacéo, e
portanto, se torna tema de grande discussdo cientifica no campo das
separagoes, cujo foco é a melhoria da seletividade entre os solutos de
uma determinada mistura.

Os processos de adsor¢io e de cromatografia desempenham
importante papel na bioseparagio e estao baseados na afinidade diferencial
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das varias moléculas dos solutos na transferéncia seletiva da superficie de
um soélido (fase estacionaria) para a fase fluida (fase mével. A adsorgdo é
um processo termodinamicamente espontaneo no qual energia é liberada
durante o processo. Enquanto que elui¢ao corresponde a remogao das
moléculas da fase sdlida.

As separagdes cromatograficas estdo baseadas nos fendmenos de
diferentes graus e tipos de interagao entre os componentes da mistura
da fase fluida a serem separados e a fase estacionaria que esta geralmente
empacotada em uma coluna, resultando em diferentes velocidades de
migragdo no leito fixo e, consequentemente, em diferentes tempos para
cada componente sair da coluna. Um esquema desse processo para o caso
de dois componentes na mistura liquida esta mostrado na Figura 1.7.

Figura 1.7. Migragao de dois componentes de uma amostra ao longo de
uma coluna cromatografica mostrando a separa¢ao paulatina.

Entrada
Saida

Concentragao

Amostra  Perfis de concentragdo da amostra migrando através da coluna

Os métodos que utilizam a adsor¢do e a cromatografia apresentam
geralmente baixo consumo energético devido ao uso de adsorventes
apropriados que promovem a separagao e purificagio dos componentes em
bases economicamente competitivas frente a outros processos de separacao.

O dominio das técnicas cromatograficas na produ¢ao de firmacos
ficou consolidados a partir de 1990, inclusive para larga escala (da ordem
de Kg/ano e até de ton/ano). Publicagdes envolvidas com fundamentos
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e aplicagdes de adsor¢do e cromatografia liquida em bioprocessos)
colocam em perspectiva o grande potencial e numerosos uso dessas
técnicas na drea de separagdes e purificagdes.

Na cromatografia liquida convencional (CL) um pulso da mistura,
denominada de alimentagdo, ¢ injetado na coluna seguindo-se por uma
entrada continua do solvente, denominado de eluente. Considerando-
se que com escolha apropriada da fase solida os solutos migram a
diferentes velocidades, esses solutos sdo separados a medida que migram
na coluna. As bandas individuais sdo entdo coletadas como produtos
nas portas de saida. Se ocorrer alguma superposi¢do das bandas em
algum tempo de saida a mistura pode ser reciclada ou descartada como
residuo. A obtengdo de altas purezas (>99%) e altos rendimentos (>95%,
por exemplo) sdo necessarias para uma completa separa¢do das bandas
, 0 que pode envolver altos consumos de solventes. Pode ocorrer que
uma parte significativa da coluna nao seja utilizada durante a operagao
em batelada o que pode implicar em processos com baixa eficiéncia,
o que levou ao desenvolvimento de modos continuos de operacéo, a
serem tratados no Capitulo 2 desse livro.

1.3.2 Classificacao dos Processos Cromatogrdficos

De modo a normalizar a nomenclatura dos processos e facilitar a
comunicagdo entre os pesquisadores e usuarios é utilizada na literatura
de fundamentos e aplicagdes uma classificagdo desses processos, como
mostrado na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3. Classificagdo da processos cromatograficos.

Principio da classificagdao

Nomenclatura

Estado fisico das duas fases

Cromatografia gas-liquido (CGL) / Cromatografia
gas-solido (CGS) / Cromatografia liquido-liquido
(CLL)

Estado fisico da fase mdvel

Cromatografia gasosa (CG) / Cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC) / Cromatografia com
fluido supercritico (CFS)

Analitica / Preparativa / Produ¢ao

Frontal / Descontinua / Continua / Deslocamento /
Muiltiplas colunas / Elui¢ido

Parti¢do / Fase normal ou reversa / Troca de ions /
Exclusio de tamanho / Afinidade

Equilibrio das fases

Linear e Nio linear

Nacromatografiafrontalumaamostra éalimentada continuamente
no leito de particulas sem adicional fase mdvel, enquanto que na de
deslocamento a amostra é injetada na forma de uma frente finita e a
fase movel contém um composto (o deslocador) retido mais fortemente
do que os componentes da amostra. A cromatografia de eluicdo é
caracterizada com uma amostra alimentada na forma de uma frente
finita e a fase movel é passada continuamente na coluna cromatografica.
A grande desvantagem das separagdes cromatograficas usuais consiste
na descontinuidade do processo e na diluigdo do produto, conduzindo
a baixos valores de produtividade.
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14 FASES ESTACIONARIAS QUIRAIS BASEADAS EM POLISSACARIDEOS

A fase estaciondria quiral é responsavel pela discriminagdo
enantiomérica. Nas tltimas duas décadas, inimeros seletores quirais tém
sido avaliados em relagdo a sua capacidade de resolugao quiral e emprego
em centenas de fases estacionarias quirais (FEQs). Dentre essas fases,
aquelas que se mostraram mais promissoras, quanto a enantioseparagao de
uma ampla classe de compostos quirais, estao disponiveis comercialmente
para separacdes em escala preparativa e sdo empregadas em aplicagdes
diversas. Para a andlise de farmacos quirais e seus metabdlitos, a literatura
destaca o sucesso das fases estacionarias quirais baseadas em derivados de
polissacarideos segundo Bonato et al. (2005).

41 Adsorventes Baseados em Polissacarideos

Os polissacarideos estdo entre os biopolimeros naturais com
atividade otica mais importante e abundante, tipicamente celulose,
amido (amilose) e dextrano. Tém uma unidade regular de repeti¢do de
d-glicose em todos os polimeros de acordo com Okamoto et al. (1988).

As fases quirais baseadas em polissacarideos com utilizagdo
de um suporte, como a silica, sdo as mais utilizadas para a separagao
de enantiomeros por cromatografia, pois, apresentam estabilidade
mecanica e boa eficiéncia para a separacdo com cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) segundo Yashima (2001).

Devido a diferenca entre as configuragdes dos residuos de
glicose, a amilose e a celulose apresentam estruturas tridimensionais e
propriedades fisicas muito diferentes entre si. Os polissacarideos naturais
apresentam propriedades mecanicas fracas e limitada capacidade de
resolugdo quiral. Entretanto, a derivagao desses polissacarideos em
acetatos, benzoatos, triésteres e fenilcarbamatos conduz a formacgéo de
novos sitios de reconhecimento quiral paraasepara¢ao dos enantidmeros
de uma variedade de compostos racémicos, melhorando assim, as
propriedades cromatograficas e enantiosseletivas como indicado por
Jardim et al. (2006).
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Algumas FEQs baseadas em derivados de amilose e celulose estao
apresentadas nas Tabelas 1.4 e 1.5

Tabela 1.4. Estrutura quimica de FEQs baseadas em derivados de amilose

e celulose.
Estrutura quimica R Seletor quiral
CH, Triacetato de celulose
@ Tribenzoato de celulose
HAC Tris(4-metilbenzoato) de
8 celulose
Celulose
o) H
R/( | Tris(4-metilfenilcarbamato) de
e ° 5 ; H3C 'Il celulose
0 S,
R\g ° H4C
A H
,L Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)
| de celulose
H4C

v
-~

Tris(4-clorofenilcarbamato) de
celulose

Amilose

.

o
AN Q
o o
o
R\( o n
o J\O
R

0

—Z—I

HSCQ
HsC
::: E 2B 3

;T

Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)
de amilose

Tris[(S)-fenilcarbamato] de
amilose

Fonte: Francotte (2005).
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Essas fases estacionarias apresentadas nas Tabelas 1.4 e 1.5 sdo
referentes a polissacarideos imobilizadas em silica por meio de adsorgédo
fisica, contudo é valido lembrar que esses polissacarideos sdo soluveis
em muitos solventes organicos como tetrahidrofurano, tolueno, acetato
de etila, entre outros. Esta propriedade restringe consideravelmente a
escolha da fase movel a solventes compativeis, nos quais os derivados
nao sao soluveis, de acordo com Francotte (2005).

Tabela 1.5. Principais FEQs baseadas em derivados de amilose e celulose
suportada em silica disponivel comercialmente.

Polissacarideo Derivado Nome comercial
Chiralcel OB
Benzoato Chiralcel OB-H
Chiralcel OD

Chiralcel OD-H
Chiralcel OD-R
Chiralcel OD-RH

3,5-Dimetilfenil carbamato

Chiralcel OJ
Celulose 4-Metilbenzoato Chiralcel OJ-H
Chiralcel OJ-RH
4-Metilfenil carbamato Chiralcel OG
4-clorofenil carbamato Chiralcel OF
Cinimato Chiralcel OK
Fenil carbamato Chiralcel OC

Chiralpak IA-H
Chiralpak AD
Chiralpak AD-H
Chiralpak AD-RH

3,5-Dimetilfenil carbamato

Amilose
Chiralpak AS
(S)-a-metilbenzil Chiralpak AS-H
carbamato Chiralpak AS-RH

Fonte: Francotte(2005)
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O mecanismo de reconhecimento quiral tem sido extensivamente
investigado e refere-se a capacidade da fase estaciondria quiral em
interagir de maneira diferente e preferencial com os dois enantiémeros,
conduzindo a sua separagdo (Jardim et al., 2006).

As capacidades dos fenilcarbamatos de polissacarideos para
reconhecer a quiralidade sao fortemente afetadas pelos substituintes nos
grupos fenil. A adsor¢do quiral é provavelmente nos grupos carbamato
polar, que sdo capazes de interagir com um racemato através de ligagoes de
hidrogénio aos grupos N-H e C=0 que estdo representados na Figura 1.8.

Derivados de amilose apresentam cavidades helicoidais formadas
entre as unidades de D-glicose com os grupos carbamato localizados
no interior e os grupos aromaticos hidrofébicos localizados mais
externamente. A resolucio quiral esta vinculadaao ajuste dos enantiémeros
nas cavidades do polissacarideo e as interagdes com os grupos carbamato
de acordo com Yashima et al. (2001).

Figura 1.8. a) Possiveis locais de interagdo de derivados de tris (fenilcar-
bamatos) de celulose; b) Estrutura do Tris 3,5-(dimetilfenilcarbamato)
de amilose.
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E importante destacar que, apds revisar cerca de 1.000 separacdes
de misturas racémicas, o Dr. Eric Francotte reportou no evento Chiral
Europe 2004 Meeting que 90% das misturas racémicas poderiam ser
separadas por quatro fases estacionarias derivadas dos polissacarideos
celulose e amilose, e que se destacam por sua alta capacidade de
saturacao (Figura 1.9).

Os polissacarideos precisam estar ancorados em um suporte solido
para melhorar a eficiéncia e seletividade das colunas quirais utilizadas
na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Verifica-se na
literatura que esses polissacarideos normalmente sido suportados em
silica. A silica ja esta consolidada como um suporte universal, entretanto,
novos materiais que servem como suportes tem ganhado visibilidade,
devido a maior area superficial e a porosidade, além de alta estabilidade
quimica e mecanica em relagdo a silica de acordo com os trabalhos de
Ramisetti et al. (2017) e Ghanem et al. (2018).

Figura 1.9 - Diagrama sobre tipos de fases estacionarias quirais e suas
faixas de saturacdo. Fonte: Adaptada de Francotte, 2001.
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4.2 Cromatografia para Separacdo de Enantiomeros

A industria farmacéutica tem mostrado um ndmero elevado
de aplicagbes de separagbes cromatograficas quirais. A utilizagdo
de fases estaciondrias quirais (FEQ) como ferramenta analitica para
a determinagdo da composicdo de misturas enantioméricas, em
estudos biologicos e farmacocinéticos, é atualmente uma técnica
bem estabelecida, como reportado por Francotte (1994). No entanto,
a aplicagio do método na escala preparativa para a produgio de
materiais opticamente ativos, em quantidades suficientes para testes
biologicos, estudos toxicoldgicos e posteriormente, testes clinicos, estd
ganhando ampla aceitagdo. Com isso, o0 método cromatografico oferece
a vantagem de fornecer ambos enantiomeros requeridos para os testes
comparativos, além de ser também largamente aplicado para drogas que
nao sdo facilmente acessiveis por uma rota sintética.

Segundo Francotte (1994), pelo menos durante a fase de testes
preliminares de novas drogas quirais, a técnica de cromatografia
permite acesso rapido aos enantidémeros puros e podem vantajosamente
substituir a elaboragdo frequentemente prolongada de uma sintese
enantioseletiva. Uma grande variedade de drogas racémicas ja tem
sido separada em FEQs, cobrindo diferentes classes terapéuticas
de compostos, tais como: analgésicos, tranquilizantes, diuréticos,
anticonvulsivos e antineoplasicos.

Em conformidade com as pesquisas analiticas, surgiu a necessidade
de obten¢ao dos enantidmeros em sua forma enriquecida em quantidades
preparativas e, para isso, varios estudos mostraram alternativas para
tal proposito. Guiochon (2002) revisou o estado da arte e os principais
métodos para implementagdo da cromatografia liquida preparativa. Em
seus estudos, verificaram que a cromatografia esta se tornando um método
de separacao e purificagdo muito bem estabelecido, principalmente na
industria farmacéutica. Frequentemente surgem novas fases estacionarias
quirais que contribuem para a expansdo do método.

© © ¢ © 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 00000 0000000000000 L0000 00000000 0000000000000 0000000000 0000000000000 0000000000000 00

-
en



#I Separacéo cromatografica de produtos farmacButicos: motivacao ¢ fundamentos

48

Estes sdo apenas alguns trabalhos relatados na literatura que
vieram a aprofundar as potencialidades os métodos cromatograficos
no fenomeno quiral. Diversificagdes deste método foram surgindo ao
longo do tempo, a fim de suprir adversidades porventura encontradas
na separagdo cromatografica, como: alta queda de pressio e baixa
solubilidade de solutos em solventes liquidos.

153 SEPARAGAD DE ENANTIMEROS DO MITOTANG

Com a utilizagdo colunas de leito fixo empacotadas com
fases estacionarias (solidos que conseguem discriminar moléculas
quirais) é possivel efetuar separagdes em pequena escala (da ordem
de mg) de diversos enantidmeros. Apresentaremos, a seguir, um
resultado importante na separa¢do da mistura racémica do o,p-
diclorodifenildicloroetano (mitotano) que é um a molécula quiral
utilizada como neopldsico no tratamento do cancer adrenocortical
(Terzolo et al. 2000). Essa separagdo foi realizada em 2010 no laboratdrio
de Cromatografia Preparativa da Faculdade de Engenharia Quimica,
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (Silva, 2010).

5.1 Mitotano

O mitotano (o,p’-diclorodifenildicloroetano ou o,p’-DDD) representa
um farmaco da categoria dos antineoplasicos e sua estrutura molecular esta
apresentada na Figura 1.10.

Figura 1.10. Estrutura molecular do mitotano
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O mitotano ¢ fornecido na forma de comprimidos de 500 mg, e a
dose diaria administrada deve ser tal que mantenha um nivel plasmatico
de 14-20 pg/mL. O medicamento contendo tal principio ativo tem nome
comercial de Lysodren® e é produzido pela Bristol-Myers-Squibb (EUA).

A estrutura da molécula de mitotano apresenta um carbono quiral
e por isso, existem duas formas enantioméricas (R e S) desta substéncia,
como ilustrado nas partes a e b da Figura 1.11.

Figura 1.11. Estrutura molecular espacial dos enantidmeros do mitotano.
(a) (S)-mitotano, (b) (R)-mitotano.

A mistura racémica do mitotano que utilizada neste trabalho foi
fornecida pelo Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Parana (UFPR), que possui interesse imediato no estudo da separagao
dos enantiomeros pelo fato de um deles (S) ser mais ativo no tratamento
da enfermidade.

1.0.2 Separacao do Mitotano em Coluna Cromatogrdfica

Utilizando coluna de 10 cm de comprimento e 10 mm de
diametro empacotada com particulas de 20 um de diametro de Tris 3,5
dimetilfenilcarbamato de amilose cujo nome comercial é Chiralpak AD
foi possivel efetuar a separacao de uma mistura contendo 50 % de cada
enantiomero. O perfil cromatografico da separacao em fase diluida ¢é
mostrado na Figura 1.12.
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As condigdes operacionais dessa separagdo sdo as seguintes: fase
movel de isopropanol e metanol com composi¢do da fase: 60:40 em
volume, respectivamente. A temperatura foi mantida em 25 °C com a
concentra¢ao da solugdo de 2,0 g/L e a vazao de elui¢ao de 1 mL/min. O
detector utilizado foi de UV.

Figura 1.12. Perfil cromatografico da separagdo em fase diluida do
mitotano em Tris 3,5 dimetilfenilcarbamato de amilose com fase médvel
Isopropanol: metanol 60:40 v/v respectivamente.
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Com o acoplamento adicional de um detector de dicroismo
circular (CD) é possivel identificar também a ordem de elui¢ao dos
enantiomeros, como mostrado na Figura 1.13 em experimento realizado
com dados obtidos em uma fase movel isopropanol/metanol numa
propor¢ao de 65:35 em volume, respectivamente.
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Figura 1.13. Cromatograma utilizando detector UV e detector de
dicroismo circular para determina¢ao da ordem de elui¢ao.
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Esse exemplo mostra cabalmente a qualidade de separagdo que
se pode obter com mistura diluida em colunas quirais. Os valores
quantitativos dos parametros cromatograficos para a vazao de 1 ml/min
e temperatura de 25°C, sao mostrados na Tabela 1.6.

Tabela 1.6. Valores dos principais parametros cromatograficos para a
separa¢ao do mitotano.

k k a K K H H N N

S R S R S R S R

0,354 1,254 3,547 0,961 1,590 0,883 5,533 1811 1170

A nomenclatura utilizada para a Tabela 1.6 estd resumida na
Tabela 1.7.

Como veremos nos Capitulos 2 e 3 desse livro para a realizagao
da separacdo de enantidmeros em escala preparativa (da ordem de
gramas e quilogramas por exemplo) sdo necessarias técnicas que exigem

© © ¢ © 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 00000 0000000000000 L0000 00000000 0000000000000 0000000000 0000000000000 0000000000000 00

o
e



#I Separacéo cromatografica de produtos farmacButicos: motivacéo 6 fundamentos

como dados basicos os cromatogramas para misturas concentradas. No
mesmo laboratério da FEQ/Unicamp foram obtidos os dados para a
mesma coluna trabalhando com misturas concentradas. Esses dados
estdo mostrados na Figura 1.14.

Tabela 1.7. Parametros cromatograficos obtidos a partir de dados
experimentais obtidos com solugdes diluidas (adsor¢ao linear).

b, —t
Fator de reten¢io k'= %
0
k',
Seletividade o=-—=
k 1
B
Assimetria A, =—
A
(trp —tr1)
Resolugio Re =2-~R2 "R/
(Wp1+Wp3)
¢ 2
Nuamero de pratos N, =53 R,i
Wpi/2,i

Figura 1.14. Perfil de elui¢ao em fase concentrada (sobrecarga da coluna).
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Os dados com misturas a varias concentragbes permitem a
obtengdo das isotermas segundo o tratamento matematico fornecido
por Nicoud e Seidel-Morgenstern (1996). As isotermas para os dois
enantiomeros do mitotano, que foram calculadas e mostradas nas
Figuras 1.15 e 1.16.

Figura 1.15. Isoterma de adsor¢do do enantiomero S(-) na fase
estacionaria Chiralpak AD a 25 °C.
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Figura 1.16. Isoterma de adsor¢cdo do enantidmero R(+) na fase
estacionaria Chiralpak AD a 25 °C.
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As equagdes 1.21 e 1.22 resultantes para calculos com as isotermas
foram representadas pelo modelo de Langmuir competitivo:

_ 0,4907Cg
qs = 0,5Cs + 1+0,0153C5+0,0492Cx (1.21)
B 1,574CR
qr = 0,5Cg + 1+0,0153C5+0,0492Ck (1.22)

A partir dos resultados apresentados para a separagao da mistura
racémica do o, p’-diclorodifenildicloroetano (mitotano) em uma coluna,
verificamos um grande sucesso na separagdo do mitotano obtido na
obtencdo dos dados com a fase estacionaria 3,5 dimetilfenilcarbamato
de amilose e com a utilizagdo da fase movel isopropanol:metanol na
propor¢ao em volume de 60:40, respectivamente.
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Os resultados mencionados apresentam excelente qualidade na
separagao quiral em fase diluida e boa qualidade de separagdo para
solugdes mais concentradas da mistura.

Em fungdo da obten¢ao de um conjunto coerente e completo de
resultados para uma coluna, consideramos como promissora a separagao
continua por meio de métodos preparativos, que serdo delineados nos
Capitulos 2 e 3 desse livro.

18 CONCLUSOES

Foi realizada inicialmente uma breve revisao de estereoquimica
molecular de modo a permitir aos leitores a compreensao dos métodos
de separacao de moléculas quirais. Procuramos enfatizar que as etapas
de separagao e purificagdo sdo criticas nos processos farmacéuticos
especialmente com relagao aos custos de separa¢do em relagao aos totais
do processo. Adsor¢ao e cromatografia sao operagdes controladas pela
variavel concentragiao e o aumento no mercado do numero e quantidades
dos produtos separados tém conduzido a otimizagao e a perspectiva da
implementagdo em processos continuos. O desenvolvimento de novos
adsorventes mais especificos e a integracao dos processos oferece um
potencial importante para as melhorias desses processos.
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RESUNO

xistem no campo de desenvolvimento de

processos de separagdo e purificagdo em

escala semi-preparativa e preparativa diversos
exemplos de aplicagdo com sucesso do uso de coluna
cromatografica de maiores didmetros operando
com vazdes mais elevadas. Por outro lado, esses
sistemas descontinuos e operando em semi-batelada
apresentam algumas limita¢oes principalmente
pelo alto consumo de solvente e produtividades
relativamente baixas por massa de adsorvente
quando comparados com sistemas que operam
continuamente e em contracorrente. Esse fato é
observado também em todas as outras operagoes
de transferéncia de massa que sio governadas
pela variavel concentragio. O conceito basico da
tecnologia de Leito Mdvel Simulado (LMS), que
opera continuamente e em contracorrente foi
desenvolvida nos anos iniciais da década de 1960
pela empresa Universal Oil Products para separagdes
em grande escala nas industrias petroquimica
e agucareira. Novos campos de atuagao sao a
quimica fina, a biotecnologia e a separagao de
moléculas quirais. Apresentamos nesse capitulo os
fundamentos dessa técnica, que é considerada uma
importante inovagdo em processos de separagio.
Sao também desenvolvidos os conceitos do projeto
das condigoes operacionais e efetuado um estudo de
caso de separa¢do com o conceito LMS do anestésico
cetamina com o completo desenvolvimento
do método de separagdo para demonstrar a
potencialidade e as vantagens dessa tecnologia de
separacao e purificagio.
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2.1 INTRODUCAD
2110 Leito Mdvel Verdadgiro (LMV)

Um fato bem conhecido nas operagdes de adsorgao é que sistemas
que operam continuamente e cuja fase sélida entra em contato na diregao
oposta a fase fluida, apresentam um perfil que permanece estacionario
e que desse modo o adsorvente é utilizado de maneira mais eficiente
(Guiochon et al.,1994).

O processo denominado Leito Movel Verdadeiro (LMV)
permite uma operagdo continua, distinta do processo classico de
cromatografia com elui¢ao. Em um LMV (Figura 2.1a), as fases fluida
e solida movimentam-se em dire¢oes opostas. As portas de entradas
(alimentagao e eluente) e saidas (extrato e refinado) sdo fixadas ao longo
do sistema. De acordo com a posi¢do das correntes de entrada e saida,
quatro diferentes se¢des de operacdo podem ser observadas. Sec¢do I
localizada entre as correntes do eluente e do extrato; secdo II localizada
entre as correntes de extrato e alimentacado; se¢ao III localizada entre
as correntes de alimentacio e refinado; e, secao IV localizada entre as
correntes de refinado e eluente. As vazdes necessitam ser selecionadas
em cada se¢ao de modo a garantir a regeneragao do adsorvente na se¢ao
I, a elui¢do do componente menos fortemente adsorvido na segédo I, a
adsor¢do do mais fortemente adsorvido na segdo III e a regeneracdo do
eluente na segao IV.

A necessidade da recirculagdo no processo nao apenas do fluido,
mas também do sélido no LMV, acarreta uma série de desvantagens
como uma vida curta do adsorvente devido ao atrito, velocidades do
fluido limitada pelo fendmeno da fluidizagao e perda de eficiéncia do
processo. Desse modo, esfor¢os foram colocados para desenvolver
processos que mantém as vantagens da operagdo evitando a circulagdo
dos sodlidos. A primeira solugdo para resolver esse problema foi
apresentada por Broughton e Gerhold (1961) com a proposta de usar
colunas de leitos fixos simulando o movimento do soélido por uma
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mudanga sincronizada de todas as portas de entrada e saida na diregdo
do escoamento do fluido (Figura 2.1b).

Figura 2.1. Esquema simplificado do LMV (a esquerda) e LMS (a
direita) com oito colunas. O componente A adsorve menos fortemente
que o componente B.

LMV LMS
ﬁ r.—
Zona IV Refinado Entrada do
(A) eluente Extrato (B)
........................................ %
Alimentagéo Zona Il
(AL BY oJu S V5
escoamento
Zona Il Extrato do quUidD
(8)
—>
Zona |
Refinado (A) Alimentagéo
4‘1’ (A+B)
Fase sdlida Fase liquida
Eluente
(a) (b)

Foi demonstrado, experimentalmente, por Mallmann et al. (1998)
que essas condigdes garantem o sucesso da separa¢do com o compo-
nente mais retido se movendo para a porta do extrato juntamente com a
fase solida enquanto o componente menos retido se move para a porta
do refinado com a fase liquida.

As idéias que conduzem a simulagdo do movimento do sélido
conduziram ao conceito do Leito Mével Simulado (LMS), o qual é uma
alternativa ao observado em um sistema contra-corrente atuando no
movimento do adsorvente periodico das portas de entrada e saida em
um anel constituido de leitos fixos.
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2120 Leito Mdvel Simulado (LMS)

Na Figura 2.1, os dois diferentes processos de adsor¢ao sio
apresentados no modo de operagdo contracorrente. Na maior parte das
inovagdes encontradas no processo LMS o movimento dos sélidos ¢é
obtido por mudangas periddicas na alimentagdo e na descarga em um
sistema de colunas multiplas.

O leito mdvel simulado vem sendo aplicado desde 1960 pela
empresa Universal Oil Products (UOP) para separagdes em larga escala
na industria petroquimica. Atualmente outras aplicagdes do LMS em
escala preparativa estdo ganhando enorme importancia na separagao
de agucares, em quimica fina, e farmacos especialmente no campo
dos enantiomeros. Exemplos destacados sdo a separagdo de glicose e
frutose (Azevedo e Rodrigues, 2001) e a separagdo de enantidmeros
usando fases estaciondrias quirais (Zenoni et al., 2000, Santos et al.,
2004, Veredas et al., 2006). Desafios em separacdo e purificagdo de
biomoléculas sdo reportados por Li (2007) com os casos de proteinas
terapéuticas e anticorpos.

O LMS apresenta vantagens econdmicas sobre outros processos
por diversas razdes, sendo as principais o carater de processo continuo
que efetua a separacdo de produtos similares (comegando como
exemplo com uma mistura racémica permitindo alta produ¢ao) e baixo
consumo de solvente. Em geral, no LMS o consumo de fase estacionaria
¢ aproximadamente 25% mais baixo do que as necessidades de um
processo em batelada.

Um consideravel nimero de artigos e capitulos de livros de revisao
de sistemas operando com leitos méveis simulados ocorre na literatura
onde destacamos os trabalhos de Nicoud (2000) e Santana et al. (2005),
que sdo consideradas aqui como representativas dos estudos em LMS.

A Figura 2.1 mostra que o LMS usa um conjunto de colunas de
adsor¢ao emsérie contendo, em geral de oito avinte e quatro colunas, além
de um adsorvente apropriado. As colunas sdo conectadas a recipientes
que contém a alimenta¢io e o eluente e que recebem as correntes de
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saida dos produtos por meio de tubos cujas vazdes sdo controladas por
um grupo de vélvulas de posigoes multiplas. Esse grupo de valvulas tem
a possibilidade de permitir alternar pontos de entrada da alimentagao,
eluente e correntes de saida em intervalos regulares de tempo. O sistema
troca as posi¢des entre os pontos de entrada e saida, simulando assim
o escoamento contracorrente. Essas condi¢des garantem o sucesso da
separag¢ao, cujo componente mais retido se move para a porta do extrato
e 0 componente menos retido se move para a forma do refinado com a
fase liquida.

As unidades LMS exibem importantes vantagens em relagdo
a operagdes cromatograficas preparativas em batelada. A natureza
continua do LMS conduz a um uso mais eficiente das fases estacionaria
e mdvel, o que permite a diminuicao das necessidades da fase moével e
ao aumento da produtividade por unidade de tempo e de massa da fase
estacionaria. Além dessas vantagens, verifica-se que altos desempenhos
podem ser obtidos mesmo a baixos valores de seletividade e com um
numero mais reduzido de pratos tedricos. Desse modo, ao contrario das
operacOes em batelada, os perfis de concentracdes dos componentes a
serem separados se superpdem ao longo dos leitos sélidos e as retiradas
dos componentes podem ser feitas em forma quase pura nas localizacoes
do extrato e do refinado. Devido a essas caracteristicas positivas, o LMS
¢ particularmente atrativo para separacao de enantiémeros, para a qual
as técnicas convencionais falham devido as baixas seletividades desses
compostos.

Para estudos experimentais com LMS foi montado no Laboratério
de Cromatografia Preparativa da Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMP um sistema com oito colunas que é apresentado na Figura
2.2. A configuragdo da unidade em escala de laboratério contém oito
colunas (20 x 0,77 cm 1.D.) distribuidas em quatro zonas (duas colunas
por zona). O eluente ¢é reciclado fora da série de colunas usando uma
valvula de multiposi¢do em lugar de uma bomba de reciclo. Outras
quatro valvulas de multiposi¢ao sdo responsaveis pelas mudancas de
posicdo da alimentacdo, da entrada do eluente, e do extrato e do rafinado
em tempos de troca pré-determinados. Essas valvulas estdo conectadas
a bombas cromatograficas semi-preparativa com vazdes maximas de 20
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mL/min. As valvulas sdo comandadas e ligadas a um computador por
um sistema de aquisi¢do de dados. Cada vélvula opera automaticamente
com as vazdes pré-selecionadas por um programa de computador
escrito em Labview. A unidade possui também vélvula de amostragem,
permitindo a coleta de amostras. A analise dessas amostras por HPLC
permite a determinacdo dos perfis internos de concentragao de cada
enantiomero, o que ilustra adequadamente a dinamica da separagdo
dentro da série de colunas.

Figura 2.2. Unidade de leito mével simulado (LMS) montada
no Laboratério de Cromatografia Preparativa da Faculdade de
Engenharia Quimica da Unicamp
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Do ponto de vista das variaveis operacionais, o projeto do LMS
¢ relativamente complexo devido ao envolvimento de pelo menos
10 pardmetros especificos, a saber: diametro das colunas, quatro
comprimentos de zonas de separac¢do, quatro vazdes e uma velocidade
média associada ao controle da abertura das valvulas de multiplas
posicdes. O LMS ¢é frequentemente usado para a separagdo de misturas
de dois componentes similares e de valor agregado elevado, embora ja
existam também aplica¢des para multicomponentes.

2.2 PROJETO DAS CONDICOES OPERACIONAIS
2.2.1 Aspectos Gerais

Para encontrar as condi¢cdes operacionais mais efetivas sdo
utilizados métodos especificos de calculo como descrito por Santana et
al. (2009). Essa tarefa exige a escolha de variaveis de decisdes de modo a
atingir as variaveis de desempenho desejaveis. Descri¢oes matematicas
de diferentes complexidades sdo usadas para representar os mecanismos
dominantes do processo e a estimativa dos parametros fisico-quimicos
da separacdo sdo etapas fundamentais a serem atingidas antes da
otimiza¢do do processo. Apresentaremos aqui métodos simplificados
que se baseiam na termodindmica do equilibrio na adsor¢ao. Outros
métodos que incluem os efeitos de transferéncia de massa sdo bem
descritos por Rodrigues et al. (2015) em recente contribui¢do ao tema.

2.2.2 Enfoque Baseado no Equilibrio do LMV

Os enfoques baseados no LMV apresentam uma analogia com
o LMS operando em regime estacionario. Nesse caso as variaveis de
decisdo sao definidas inicialmente pelas vazdes do liquido e do sélido
em cada se¢do. Todas as outras variaveis ficam assim especificadas, e
assim ocorre uma diminui¢do do nimero de equagdes que descrevem o
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comportamento da unidade. Essa analogia ¢ usada para a identificagao
das condigdes necessdrias para o movimento das duas fases para atingir
a separacao completa das substancias de interesse.

Para uma mistura 4+ B a ser separada em um LMV certas
condi¢oes de escoamento, para cada espécie, devem ser validas. Por
exemplo, observando-se a Figura 2.3, nas se¢des 2 e 3 o componente
mais retido (A) mover-se-a na direcao da fase solida enquanto o menos
retido (B) mover-se-a na diregdo da fase liquida. Além disso, na se¢do 1 o
componente mais retido move-se na mesma direcdo da fase liquida e na
secdo 4 o componente menos retido move-se na mesma dire¢do do solido.

Do ponto de vista matematico, se A é a espécie mais retida e B a menos
retida, as restri¢oes de escoamento podem ser estabelecidas como se segue:

Figura 2.3. Separagdo cromatografica de uma mistura de dois
componentes A e B em um leito mdvel verdadeiro (LMV).
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Do ponto de vista matematico, se A é a espécie mais retida e B
a menos retida, as restrigdes de escoamento podem ser estabelecidas
como se segue:

Q xC,,
%>1
Q, xqa, 2.1)

— At cle—2 >

QS XQas QS xXQpg, (2.2)
Q xCg,

Q, xqs, (2.3)

onde: Q’, < Q’, e que C e q sdo concentragdes na fase liquida e na
fase sélida respectivamente. Q’j e Q representam as vazdes volumétricas
do fluido na se¢do j e a vazao de s6lidos em um LMYV, respectivamente.

2.2.3 Equilibrio com Isoterma Linear: Enfoque do Tridngulo

O caso mais simples de formulacio matematica para sistemas
continuos considera isotermas de adsor¢ao lineares e ndo acopladas. A analise
da representacio equivalente ao leito mével verdadeiro para esse modelo de
equilibrio conduz a inequagdes explicitas para as relagdes entre as vazoes
de solido e liquido nas quatro secdes do LMV que estdo representadas nas
Equagoes (2.1), (2.2) e (2.3). Desse modo para sistemas lineares 0o LMV é um
processo controlado pela vazao exclusivamente, o que significa dizer que o
projeto do LMV ou do LMS equivalente ndo depende da concentragao da
alimentacio dentro da interpretacdo da teoria do equilibrio.

o
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Definindo-se os pardmetros m, como as razdes entre volumes de
liquido e de sélido em cada segdo j da unidade LMS (Equagédo 2.4):

_ oMe-ve (2.4)
77 T va-eY

onde QJ.LMS ¢ a vazao volumétrica de liquido na se¢do j da unidade
LMS e t*é o tempo de troca das posi¢oes das correntes e V é o volume
da coluna.

Temos que para a isoterma descrita pela equagio (2.5):

q,=K.C, ,i=AB (2.5)

Teremos os parametros m em cada se¢do expressos por:

K,<m <o

(2.6)
Ky<m,<m, <K,

(2.7)
0<m, <Kj

(2.8)

OscoeficientesK’sdaEquagdo(2.5) sdoobtidosexperimentalmente.
Os m’s estdo definidos na Equaciao (2.4).

A Figura 2.4. resume um diagrama para a representa¢do de m, e m,.
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Figura 2.4. Condigdes operacionais para a separagdo completa (regiao
em cinza) sendo valida a teoria do equilibrio com isotermas lineares.

Ky

ms

Kp

Kp K
mz

2.2 4 Enfoque baseado no Equilibrio para LMS

Para uma melhor compreensao sobre os métodos de calculo
simplificados para as vazdes em cada zona do LMS apresentamos na
Figura 2.5 um esquema que apresenta os nos de entrada e saida das
quatro vazdes.

Figura 2.5. Representagao das vazoes e nds de entrada e saida em um LMS.

Qri Qm Qu Q
[ [ ke [ e (e | ke [ e

]

—9 E | — B
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Or Qa Qe Qo
Retinado Alimentagao Extrato
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As equagdes do balango de massa e fluxo em cada né (Figura 4)
sdo dadas pelas Equagdes (2.9) e (2.10), nas quais Q, Q,, Q,, e Q,, sdo
as vazdes volumétricas nas correspondentes zonas do LMS, Q, é a vazdo
de alimentagio, Q, ¢ a vazdo de dessorvente, Q, ¢ a vazdo do extrato e
Q, é avazdo de refinado. Assume-se que ndo ha dispersdo nesses nds.

N6 de entrada da alimentacao:

Qu+ Qa = Qm (2.9)
STQu+ CiaQa = CIiQu (2.10)

NO de entrada do dessorvente:

Qw+ Qp = Q (2.11)
Ia\]?QIV + CipQp = CentQI (2.12)

N6 de saida do extrato:

Qr— Qe = Qu (2.13)

Cii' = Cif = Cig (2.14)
N6 de saida do refinado:

Qmu — Qr = Qv (2.15)

Cis.?lil = CleIl:uE = Cir (2.16)

1
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onde: C, e C ™ sdo as concentragdes do componente i na saida
e entrada da coluna j, respectivamente, Q. é a vazao volumétrica através
da coluna j e cuja relagdo com a velocidade da fase liquida é dada por
Q= AAu em que A ¢ a drea da sedo transversal da coluna.

Para que se possa operar a unidade LMS é necessario, antes de tudo,
saber se a mistura racémica em questdo pode ser separada no adsorvente
adquirido, ou seja, se este ultimo reconhece as diferencgas entre os dois
enantiomeros. Essa informagdo pode ser obtida, a principio, a partir
da medic¢do das isotermas lineares, validas para sistemas diluidos, com
concentragdes menores que 2 g/L. E a partir dos dados das isotermas
que se projetam as condi¢des operacionais da unidade LMS que podem
levar a separacdo dos enantiomeros, a saber, as vazdes nas quatro
bombas e o tempo de troca de posi¢ao das correntes. A relagdo entre as
isotermas lineares e as condi¢des operacionais da unidade necessarias
a separacao dos enantidmeros pode ser resumida nas restri¢oes dadas
pelas Equagdes 2.17 a 2.19:

m; > Ky (2.17)
Ks < my < my < Ky (2.18)

onde: K, e K, sdo as constantes de Henry dos enantiémeros,
enquanto os parametros m. sao as razdes entre volumes de liquido e de
solido em cada secdo j da unidade LMS.

As constantes de Henry sao medidas por meio da injecdo do
racémico em um sistema HPLC contendo uma das colunas da unidade.
A partir dos tempos de retengdo de cada um dos enantidmeros, as
constantes de Henry sao calculadas pela Equagao (2.20).
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R—

_ (t'-t) &
Ki=—"FT"1% (2.20)

onde: a varidvel t* significa o tempo de reten¢do do enantiomero 7
na coluna, t é o tempo de reten¢io do inerte e €' é a porosidade do sélido.

As restrigdes impostas pelas equagdes apresentadas levam a
constru¢ao de um grafico indicado na Figura 2.6 determinado pelas
constantes de Henry, que define a regiao de completa separagdo no
plano das coordenadas m, e m,. A escolha de um ponto (m,, m,) nessa
regido leva a definicao de um conjunto de condi¢des operacionais
(vazdes nas bombas e tempo de troca t') adequado para a separacgdo dos
enantidmeros que estao representadas na Figura 2.5.

Figura 2.6. Regido de completa separagdo na unidade LMS para
sistemas diluidos. Definir m3 e m2

B
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dalaa puro
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A predigdo de separa¢ao de misturas racémicas na unidade de
separagdo continua de leito moével simulado (LMS) pode ser avaliada
pelos parametros de desempenho definidos abaixo na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Definicdo dos parametros de desempenho do processo

cromatografico continuo

Parametros Extrato Refinado
Excesso CE _ cE CR_ R
B A A B
enantiomérico ee(%) = —=——=x100 ee(%) — —g——=xx100
» _ 100ck b 100CE
0 T e—— T e—
Pureza (%) E Cf +C§ R Cf+€§
Consumo de _ Qr+0Qr —Qu _ Qr+Qr — Qv
solvente (L/kg) Cs Qg Cy Qr
Produtividade E R
C C
(g-dia'/kg de PRp = Q}‘Ef B PRy = Urla
FEQ) a Va

As variaveis das defini¢des da Tabela 2.1 sdo descritas a seguir: A e
B sdo os componentes A e B, respectivamente; E ¢ a corrente de extrato,
I e IV sao as Zonas I e IV do sistema continuo, respectivamente; F é a
corrente de alimentacdo, R é a corrente de refinado, ¢ é a concentragdo
do soluto na fase liquida (g/L), Q é a vazdo volumétrica (mL/min), CS
¢ o consumo de solvente (L/g), V. é o volume do adsorvente (mL), p éa
pureza (%) e PR é a produtividade(g/dia.L de adsorvente).

2.3 APLICACOES

Como delineado anteriormente, o Leito Modvel Simulado (LMS)
¢ um sistema de separagdo por adsor¢do operando continuamente com
multiplas colunas e que aumenta a producao, a pureza e o rendimento
quando comparamos com a separacdo em batelada. Atualmente, LMS
tem sido aplicado também para a separacdo de diversas misturas
na industria biotecnolédgica e farmacéutica. As aplicagdes do LMS as

7
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escalas preparativas e de produgdo em Quimica Fina e farmacos estdo
ganhando importéncia, especialmente, na separagdo de enantidmeros
segundo Schulte e Strube (2001). Novos desafios para essa tecnologia
sdo encontrados na separagdo de biomoléculas e alguns exemplos
de aplicagdo abrangem proteinas terapéuticas e anticorpos como
verificamos na contribui¢do de Kefler et al. (2007), além de nucleosideos
segundo Abel et al. (2004) e DNA de acordo com Paredes et al. (2007).

2.3.| Metodologia Geral para a Obtencdo de Dados Cromatogrdficos

Os experimentos de injegdo de amostras e obten¢do dos picos
cromatograficos com solugdes diluidas permitem a obten¢ao dos
pardmetros estao definidos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Parametros cromatograficos obtidos a partir de dados
experimentais com solu¢des diluidas (adsor¢ao linear)

Parametro Equacio
] tr ;i — ¢
Fator de retencdo k'= IR0
£
k'
Seletividade o=—=
k 1
B
Assimetria A 0 =—
A
(L2 —tr1)
Resoluc¢ao Re =2 —"=2 "t
(Wp1+Wp5)
2
, [‘R ;
Numero de pratos N,=58 .
Wpiy2,i
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A Tabela 2.3 mostra outros pardmetros cromatograficos obtidos
a partir de dados a partir de pulsos com tracadores e na Tabela 2.4
constam as principais equag¢oes utlizadas para calculos importantes em
cromatografia.

Tabela 2.3: Outros parametros cromatograficos obtidos a partir de dados
a partir de pulsos com tragadores injetados nas colunas cromatograficas

Parametro = Determinagao experimental dos parametros do modelo

T Experimentos de pulsos cromatograficos com tragadores
c que penetram e que ndo penetram nos poros
€, Pela definigiog,.=¢€ + (1 - S)SP
H Experimentos de pulsos com o soluto de interesse
keD Inclinagéo e intersegdo da reta obtida no grafico do
m- L HETP vsu
beb Ajuste do modelo de isoterma competitiva de
e Langmuir

-
en
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Tabela 2.4: Equagdes para os calculos de outros parametros
cromatograficos obtidos a partir de dados a partir de pulsos com
tragadores injetados nas colunas cromatograficas

Parametro Equagao
¢ top @
Porosidade total e do leito ey = bpQ _fon
Ve Ve
Coeficiente de Henry (ou 1_¢
- s te, =ty |1+ T \H,
coeficiente de equilibrio R,i O,p[ & )
linear)
L
HETP=—%
N K=¢,+(-¢,)H,
Parametros de 4 p+(1=8,)H,
transferéncia de massa 2
HeTP =P gy & | L g, [ 2 |1
u 1-¢)K , 1-¢)K

A Figura 2.7 mostra um diagrama esquematico da sequéncia de
experimentos a serem realizados em uma coluna. Esses experimentos
sao divididos, geralmente, em duas etapas: a primeira etapa corresponde
a experimentos com solugdes diluidas e a segunda corresponde a
experimentos com solu¢des concentradas. As informagdes obtidas
nesses dois conjuntos de experimentos sdo uteis para o calculo das
regides de separacao, o projeto de condi¢des operacionais pelo modelo
do leito mével denominado de verdadeiro (LMV) e a predi¢iao de
separacao utilizando os modelos do Leito Mével Simulado (LMS).
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Figura 2.7. Sequéncia de experimentos em uma unica coluna para
determinagdo de parametros utilizados para o calculo das regides de
separa¢ao e determinagdo das condi¢des operacionais pelo modelo do
LMYV e predigdo de separag¢ao utilizando os modelos do LMV e do LMS.

__| Experimentos com solugdes
diluidas

Obtencao das porosidades
total e do leito

Obtencdo dos parametros
analiticos de separagdo

Obtengdo dos coeficientes Obtencdo das condicdes operacionais
de Henry da unidade LMS para isotermas lineares

Obtengao dos parametros de transferéncia
de massa (grafico de van Deemter)

Experimentos com solug¢des

condigdes operacionais da unidade LMS

Seqiiéncia de experimentos para obteng¢io das

concentradas
Obtengédo das isotermas Obtencdo das condicdes operacionais
competitivas nao-lineares da unidade LMS para isotermas nao-lineares

Obtencado dos perfis de eluigdo
em condi¢des de sobrecarga

O método utilizado na determinagdo da isoterma nao-linear
consiste na obten¢do dos tempos de reten¢ao formados pelos picos
dos pulsos analiticos e os tempos de reten¢do a meia altura das frentes
dos picos formados pelas inje¢oes de sobrecarga. A partir da obtengédo
tempos de retengdo no modo analitico e no modo de sobrecarga nas
duas, os dados encontrados foram inseridos no software desenvolvido
pela Novasep, chamado de Help. Esse programa estd baseado no
trabalho de Nicoud e Seidel-Morgenstern (1996) e considera uma
isoterma que representa a adsor¢cdo competitiva e ndo competitiva em
tipos diferentes de sitios de adsorgdo, que é caracteristica de separagdes
quirais. A equacdo geral da isoterma é dada por:
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qsbic'

k 2.21
1+qu (2.21)

J=1

q; = lici +

onde g, é a quantidade de soluto adsorvida, q o valor dessa quantidade
na satura¢do , C.a concentra¢do da solugdo A o coeficiente da isoterma
linear e b.os coeficientes experimentais da isoterma bi-Langmuir.

2.3.2 Estudo de Gaso: Separacao de Enantiomeros em LMS aplicado
A Separacao e purificacdo do anestésico cetamina

A cetamina (cloridrato de DL-2-(0-clorofenil)-2-(metilamino)
ciclohexano) é um farmaco que tem rapida acdo sobre o sistema
nervoso central e que induz anestesia dissociativa, isto é, estado de
sedacdo e amnésia durante o qual o paciente embora possa parecer
desperto esta dissociado do ambiente. Esse firmaco tem se mostrado
util em procedimentos diagnosticos e cirurgias superficiais de curta
duragdo que precisam de intensa analgesia, como a troca de curativos
em grandes queimaduras. Os enantiémeros da cetamina apresentam
efeitos diferentes sendo a S-cetamina cerca de quatro vezes mais
potente em analgesia que a R-cetamina (Yanagihara et al., 2000). Os
efeitos da cetamina sobre o sistema nervoso central estdo intimamente
relacionados com a sua potente a¢do analgésica e com a indugao de
sonhos e alucinag¢des como efeitos colaterais (Silva Jr, 2008), sendo estes
atribuidos ao isdmero R quando o farmaco é administrado sob a forma
de racemato (Nisidzawa et al., 2000).

Na Figura 2.8 é apresentada a estrutura quimica da cetamina.
A cetamina utilizada neste trabalho foi gentilmente fornecida pela
Cristalia Induastrias Farmacéuticas (Itapira, SP) tanto na forma de
mistura racémica quanto na forma de enantidmeros puros.

O adsorvente utilizado na separagdo consiste no acetato de
celulose microcristalino, conhecido na literatura pela sigla MCTA,



PROCESSOS DE SEPARAGAD E PURIFICAGAD DE PRODUTOS FARMAGEUTICOS

que vem do termo em inglés “Microcrystaline Celulose Triacetate”. Ele
foi escolhido devido ao seu baixo custo, em compara¢do com outras
fases estaciondrias quirais, e a sua relativa ampla aplicabilidade. O
MCTA ¢ um material que resulta da acetilagdo heterogénea da celulose
microcristalina, ou seja, da reagdo sem a dissolu¢do dela. A reagdo
conduzida em condi¢cdes heterogéneas preserva grande parte da
estrutura microcristalina que existia na celulose. A Figura 2.9 mostra a
estrutura quimica do MCTA.

Figura 2.8. Estrutura quimica da cetamina. O simbolo (*) representa o
centro de quiralidade da molécula.

[ Cl 4
H;CNH ‘

Figura 2.9. Estrutura quimica do MCTA

OAc OAc
~ CO O
/
AcO Ac OAc

A fase mével utilizada foi etanol grau HPLC no qual a cetamina e o
1,3,5, tri- terc-butilbenzeno (TTBB) sao facilmente dissolvidos. As particulas
do adsorvente possuem didmetros médios entre 15 e 25um. Colunas de ago
inox (20 x 0,77 cm) foram empacotadas com MCTA empregando metanol
como solvente. J4 a cetamina foi dissolvida em etanol.
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As somas das concentra¢des dos dois enantiomeros no extrato e no
refinado foram monitoradas com detetor UV/VIS (Shimadzu SPD-10AV).
A diferenca entre as concentra¢des dos enantidmeros nas amostras foi
determinada com detetor polarimétrico (Jasco P-1010) também equipado
com célula de escoamento. A combina¢ao das duas medidas permitiu a
obten¢do das concentrag¢des individuais de cada enantiémero.

As purezas das amostras coletadas nos experimentos foram
determinadas em sistema cromatografo HPLC equipado com detetor
Shimazu (modelo SPD-10AV) e duas bombas Shimadzu (SPD-10AS). As
purezas sdo obtidas como médias durante o tempo de coleta. As colunas (20
x 0,46 cm) usadas para as determinagdes com o HPLC foram empacotadas
com a mesma fase estacionaria (MCTA) empregada nas colunas do LMS.

a- Caracterizacao das colunas e parametros das isotermas de adsorc¢ao.

Experimentos em batelada no mesmo sistema HPLC descrito
anteriormente foram efetuados de modo a obter as caracteristicas das
8 colunas e os dados das isotermas de adsor¢do. Cada coluna a ser
empregada no sistema LMS foi caracterizada com relagdo as porosidades
e aos coeficientes de Henry utilizando experimentos de pulso com o
composto inerte TTBB segundo Santos et al. (2004). Os dados de
equilibrio ndo-linear foram apresentados por Silva Jr. et al. (2005). Os
resultados das caracterizagdes sio mostrados nas Tabelas 2.5 e 2.6. E
importante observar que os valores relativamente altos das seletividades
(o) entre os dois enantiomeros indicam um potencial importante para a
obtencdo de purezas elevadas.
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Tabela 2.5: Caracteristicas das 8 colunas da unidade LMS

Coeficientes de

Coluna ( n:gn) ‘. t, (min) Henry (H) Selet(i(\;i)dade
R S R S
1 6,00 0,64 21,60 12,87 4,71 2.,07 2,3
2 5,99 0,64 2239 1341 493 2,23 2,2
3 6,16 0,66 23,73 14,36 5,57 2,60 2,1
4 6,53 0,70 2341 14,22 6,07 2,76 2,2
5 6,39 0,69 2391 15,75 5,99 3,20 1,9
6 6,26 0,67 23,57 1598 5,67 3,18 1,8
7 6,41 0,69 24,04 15,53 6,08 3,15 1,9
8 6,42 0,68 2346 15,00 5,89 2,97 2,0
Média 6,27 0,67 23,30 14,40 5,60 2,70 2,0

Tabela 2.6: Parametros da isoterma de adsor¢ao (modelo de Langmuir)
para cetamina em MCTA a 25°C.

Parametros de adsor¢ao S R
q, 14+1 65+ 10
b 0,20 +£0,02 0,11 £ 0,03

b- Corridas experimentais no LMS

Antes da realizagdo das corridas experimentais no sistema
LMS mostrado na Figura 2.6, foram calculadas, de acordo com os
fundamentos apresentados anteriormente, as condi¢des experimentais
(quociente entre as vazoes de liquido e solido). Para isso foi utilizada a
teoria do triangulo baseada no equilibrio.

As vazdes das correntes de extrato e refinado foram medidas
continuamente durante cada ciclo. O monitoramento on-line
das medidas de UV/Vis e polarimetro foram realizados para o
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acompanhamento o comportamento das concentragdes de cada
enantiomero. O monitoramento off-line do extrato, do refinado e da
corrente de eluente foi efetuado com o sistema externo de HPLC para
confirmar os dados on-line. . A utilizagdo de amostras coletadas na
saida das 8 colunas ao longo das mudangas consecutivas, permitiu a
construc¢ao do perfil interno de concentragdes.

O desempenho de separagdo em unidades LMS ¢é fortemente
dependente das caracteristicas de empacotamento das colunas. Para
colunas muito heterogéneas o movimento peridédico do sistema das
correntes de entrada e saida causam mudancas no desempenho da
separagdo para cada se¢ao durante os ciclos de operagdo. A Tabela 2.7
indica as porosidades médias para cada se¢ao durante cada troca. Esses
valores foram calculados de acordo com os valores experimentais das
porosidades de cada coluna ja apresentada. Essa tabela indica cinco
diferentes valores das porosidades ou seja: 0,64, 0,65, 0,67, 0,68 e 0,69,
que correspondem a um conjunto com pequena heterogeneidade, o que
¢ uma caracteristica importante para uma boa eficiéncia do processo
global de separagao.

Tabela 2.7. Médias das porosidades por se¢ao em cada troca

Troca Troca Troca Troca Troca Troca Troca Troca
1 2 3 4 5 6 7 8

Secaol 0,64 0,65 0,68 0,69 0,68 0,68 0,69 0,67
Segio2 0,68 0,69 0,68 0,68 0,69 0,67 0,64 0,65
Secao3 0,68 0,68 0,69 0,67 0,64 0,65 0,68 0,69
Secao4 0,69 0,67 0,64 0,65 0,68 0,69 0,68 0,68

c- Predicao das condi¢des de operacao com o modelo simplificado

O efeito da concentragdo da alimentagdo na regiao de separagao
completa ja foi bem estudado por Mazzotti et al. (1997), Migliorini et
al. (1998) e Yu e Ching, (2003). A regido de separagao fica reduzida com
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o0 acréscimo da concentrac¢do de alimentagdo devido aos efeitos da nao-
linearidade das isotermas de adsor¢ao. A regiao ideal para a separagdo
pode ser observada na Figura 2.10. Os pontos experimentais (m,, m,)
de operag¢ao foram selecionadas de modo a obter S-cetamina com alta
pureza na regido do refinado.

As condigdes experimentais para as corridas realizadas estdo
colocadas na Tabela 2.8.

Figura 2.10. Regides de separacao baseadas na teoria do equilibrio para
diferentes concentra¢des da alimentacao e porosidades medias em cada
secao: (a) Regido de separagao para 1,5g/L, (b) Regido de separagdo para
2,5 g/L e (c) Regido de separagdo para 5 g/L.

2
3 (a) "”"’”:if;;,::’f’f’/ 32 (b)
2.8 ’ 2.8
- 2.4 9y
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Tabela 2.8: Condi¢oes experimentais para as corridas com cetamina no LMS

t Vazoes (mL/min)

Corrida “ . m m, m, m
(g/L) (mln) QI QIV QR QX QF ' ’ ’ !
R1 1,5 25 1,10 0,38 0,43 047 0,18 2,79 1,53 2,01 0,86
R2 2,5 25 1,10 0,38 043 047 0,18 2,79 1,53 2,01 0,86
R3 50 25 1,10 0,37 0,39 044 0,10 2,79 1,61 1,88 0,83
R4 50 25 1,10 0,38 043 047 0,18 2,79 1,53 2,01 0,86

d- Experimentos no LMS em condi¢des de nao-linearidade

A formulagdo matematica para concentra¢des mais elevadas
necessita levar em conta a nao-linearidade das isotermas e os efeitos de
transferéncia de massa que ocorrem no espaco entre fluidos e particulas
solidas. Tratamentos detalhados para situacbes em que o sistema
obedece a isoterma de Langmuir e a dispersdo axial pode ser encontrado
em Rodrigues (2015), Santana et al., (2009) e Santana et al. (2020). A
pureza para cada condicao experimental pode entdo ser determinada
pelo enfoque de LMV com o efeito da nao-linearidade das isotermas e
os efeitos ndo ideais na transferéncia de massa.

A Figura 2.11 mostra os resultados simulados e experimentais do
perfil interno de concentragdes no estado estacionario de operagdo para
as condigdes m, e m, (ver Tabela 2.10). A evolugdo das concentragdes
ao longo das colunas no final do dltimo ciclo foi comparada com
valores obtidos matematicamente pelo enfoque LMV considerando
as porosidades médias e os efeitos de nao-linearidade. Os valores
experimentais e calculados sao apresentados na Tabela 2.9.
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Figura 2.11. Perfil de concentracdes experimentais e simulado: (a)
Corrida experimental 2 e (b) Corrida experimental 3. Os simbolos A
indica o extrato e O o refinado.
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Tabela 2.9. Valores das purezas das correntes obtidas pela predigao e
experimentagao.

RI R2 R3 R4 |
Trocas
P (%) Pp(%) P (%) Py (%) P (%) P, (%) P (%) P(%)
1 99,2 999 92,7 100,0 87,8 100,0 96,0 757
2 99,2 999 940 100,0 87,6 100,0 943 725
3 98,7 999 872 100,0 846 1000 924 729
4 99,8 999 972 1000 92,0 100,0 91,0 708
5 999 999 999 100,0 99,1 100,0 89,5 70,2
6 999 998 99,8 1000 974 100,0 893 684
7 99,5 994 90,8 100,0 98,0 100,0 87,0 65,2
8 980 996 849 100,0 985 100,0 86,0 66,0

Média 993 998 933 100,0 93,1 100,0 90,7 70,2

Experimental >99,5 >99,5 980 >9955 960 990 950 70,0
Desvio (%) 0,2 0,3 4,8 0,5 3,0 1,0 4,5 0,3
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Em geral, os resultados experimentais no LMS mostram uma
boa separagdo dos enantidomeros da cetamina e com altas purezas no
extrato e no refinado. Podemos também observar que o enfoque LMV
levando em conta efeitos ndo-lineares efetua uma predi¢ao adequada do
desempenho do LMS na separagdo da cetamina

24 CONCLUSOES

Os processos de separagdo sdo criticos em diversos processos
biotecnolédgicos e, em geral, mais da metade do capital investido em uma
planta industrial corresponde a separagao e a purificagdo. Adsorcdo e
cromatografia sdo operagdes controladas pela concentragao e possuem
um crescimento importante desde o sucesso no escalonamento de
processos continuos usando o conceito de LMS. O crescimento de
produtos biotecnolédgicos dentro do campo farmacéutico é um exemplo
destacado de como desenvolvimentos recentes nessa drea estdo
impactando favoravelmente o mercado. Tal resultado pode ser observado
pela adogdo dessas novas tecnologias na separa¢ao de moléculas quirais
por diversas empresas do ramo com desenvolvimentos industriais que
antes sd era oferecida em escala de laboratoério. As pesquisas cientificas
cobrem a maior parte dos métodos de separacdo e os pesquisadores
e empresas expandiram a faixa de escala, ademais a integracao de
processos tem trazido um potencial significativo para os novos
processos de separagao por adsor¢do. O advento de adsorventes com
maior capacidade de adsor¢do como os denominados Metal Organic
Frameworks (MOFs) devera contribuir com um salto importante para
a reducao do tamanho das unidades industriais, de acordo com revisao
recente efetuadas por Zhao et al. (2015).
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RESUNO

a sequéncia aos estudos sobre

sistemas continuos contracorrente

para a separagao cromatografica,
apresentamos aqui uma proposta de conceito
com modificagdo ao Leito Mdvel Simulado
(LMS) introduzindo o modo Varicol. A
diferenca principal entre o LMS e o Varicol
¢ que neste ultimo a injecao e os pontos
de coleta ndo se movem simultaneamente.
Isso faz com que o nimero de colunas em
cada zona de separagio flutue no tempo,
enquanto o nimero de colunas em cada zona
¢ mantido constante no processo LMS. O
Varicol tem a caracteristica de otimizar o uso
da fase estaciondria e reduz a quantidade de
eluente empregado, gerando um processo
mais econdmico. A aplicagdo desse conceito
¢ demonstrada com o estudo de casos de
separa¢ao e purificagdo de trés misturas
racémicas de enantidmeros de interesse no
campo farmacéutico: o neoplasico mitotano,
o agente eficaz no tratamento de doengas
cardiovasculares verapamil e o binol, que é
intermedidrio de sinteses assimétrica. Foi
realizada a separagdo sos enantidmeros com
pureza elevada e na escala de gramas/dia
desses compostos.
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31 INTRODUGAD

3.1.1 Metodologia Experimental com o Uso do Sistema Varicol

Os sistemas LMS sdo caracterizados pelo movimento
sincronizado das correntes de entrada e de saida mantendo-se as
relagdes equivalentes com o LMV. No LMS o niimero de colunas em
cada se¢do permanece constante, o que significa que o comprimento de
cada se¢do nao se modifica com o tempo, e isso permite caracterizar um
processo LMS especificando o modo em que as colunas se distribuem
entre as segdes. Por exemplo, uma configuragdo 2-2-2-2 representa
um sistema com um total de oito colunas contendo duas colunas em
cada se¢do, como mostrado na Figura 3.1. No LMS essa configuragéo
se mantém enquanto o tempo de processo prossegue, por exemplo,
entre um tempo t e um tempo t+At.

Figura 3.1. Sistema LMS com oito colunas e quatro se¢des com a
configuragdo 2-2-2-2.

Extrato I Alimentacdo
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O processo denominado Varicol (comprimento de coluna variavel)
foi patenteado por Adam et al. (2000), atuando como pesquisadores da
empresa Novasep. Esse processo apresenta como principal inovagédo as
unidades continuas operando com o avanc¢o da alimentacao e a retirada
das correntes em um modo nao sincronizado como delineado por Pais
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e Rodrigues (1998). Com essa inovagdo o comprimento das colunas e a
configuragdo ndo é mantida ao longo do periodo de operagdo. A diferenca
principal entre o LMS e o Varicol é que nesse ultimo a inje¢ao e os pontos
de coleta ndo se movem simultaneamente. Esse procedimento faz com
que o numero de colunas em cada zona de separagdo flutue no tempo,
enquanto no processo LMS o nimero de colunas em cada zona é mantido
constante no processo. Desse modo o Varicol otimiza o uso da fase
estaciondria e, geralmente, reduz a quantidade de eluente o que se traduz
em economicidade no processo e aumento da concentragao dos produtos.

O processo de separagao pode ser separado em quatro zonas:
Zona I: entre a linha do eluente e a linha do extrato; Zona II: entre a
linha do extrato e a linha da alimentagdo; Zona III: entre a linha da
alimentacdo e a linha do refinado; e, Zona IV: entre a linha do refinado
e a linha do eluente.

As linhas de alimentacéo, eluente, extrato e refinado sdo mudadas
em determinados periodos At, seguindo um padrdo nao-simultaneo
associado ao nimero médio de colunas requerido por zona durante o
ciclo. Um ciclo completo é composto de periodos sucessivos, permitindo
as diferentes linhas retornarem as suas posi¢oes iniciais. No Varicol, ao
contrario do LMS, o nimero médio de colunas em no minimo duas zonas
¢ um numero real, ndo necessariamente um nimero inteiro. Um exemplo
de esquema de um Varicol com seis colunas é mostrado na Figura 3.2.

Figura 3.2. Esquema do funcionamento geral do Varicol com relagao a
entrada e saida das correntes em cada zona.

Eluente  Extrato Alimentagao Refinado
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A operagdo de uma unidade Varicol estd esquematizada na Figura
3.3 (a) e (b). A configuragdo do processo no instante t, Figura 3.3 (a), é
caracterizado pela auséncia de uma coluna na ZonaI e a presenca e duas
colunas na Zona II e uma coluna nas Zonas III e IV. Nenhuma coluna
esta entre o ponto de entrada do eluente do ponto de saida do extrato.
Essa distribui¢do de colunas permanece constante durante meio periodo.
No tempo (t + 0,5 At) a saida as correntes de extrato e refinado muda
simultaneamente, enquanto as correntes de eluente e alimentagdo nao
mudam. A nova configuragdo (Figura 3.3 b) ¢ caracterizada pela auséncia
de coluna na Zona IV e pela presenca de duas colunas na Zona III e uma
coluna nas Zonas I e II. Essa configura¢ao permanece constante até o final
do periodo At e nesse momento a entrada do eluente e da alimentagédo
muda, fazendo-se com que as correntes do extrato permanecer nas
mesmas posigoes, o que conduz a configuragao da Figura 3.3a.

Figura 3.3. Esquema de unidade Varicol. (a) nenhuma coluna na Zona
I, 2 colunas na Zona II e 1 coluna nas Zonas III e IV. (b) 1 coluna nas
Zonas I e II, 2 colunas na Zona III e nenhuma coluna na Zona IV.
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Segundo observacdo de Ludemann-Hombourger et al (2002) ¢é
importante enfatizar que entre cada coluna as duas correntes de saida
precisam ser conectadas com a linha de reciclo antes das correntes do
eluente e alimentagdo, e seguindo a dire¢do da corrente de reciclo,
segundo a Figura 3.4. Desse modo ¢ evitada a contaminagao das correntes
de refinado e de extrato pela corrente de alimentagdo quando nao houver
coluna nas Zonas II e ITI, e é evitada a diluicao do extrato e do refinado
pelo eluente quando nao houver colunas nas Zonas I e/ou IV.

Figura 3.4. Conexao das correntes e entrada e saida no processo Varicol.

extrato eluente
Coluna Colunan+1
refinado alimentacio

Como resultado do mecanismo exposto, enquanto o LMS
convencional mostra um numero limitado de configuragdes com um
minimo de uma coluna por se¢do, o processo Varicol ndo exibe essa
limitagdo e apresenta um numero infinito de configuragdes. Esse fato
faz com que as unidades Varicol sejam muito flexiveis e robustas quando
comparadas com os LMS convencionais especialmente nos casos em
que o nimero de colunas é pequeno.

3.1.2 Sistema Experimental Varicol-Micro

O sistema Varicol-Micro ¢ um sistema de separacdo projetado
para a separac¢do continua de produtos da quimica fina, firmacos (por
exemplo: enantiomeros) e intermedidrios farmacéuticos, em escala
de laboratério. O mesmo projeto légico e programa operacional sdo
aplicados tanto no Varicol-Micro como em outros sistemas Varicol.
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Trabalhos de desenvolvimento podem ser transferidos para operagdes
em escala maior. Dependendo da purificagdo a ser considerada, a
capacidade do sistema pode ser de 1 a 50 g/dia.

O Varicol-Micro é equipado com a opg¢ao do sistema de controle
avancado, permitindo que a unidade efetue um ajuste proprio dos
principais parametros operacionais (vazdes de reciclo) de modo a otimizar
a pureza do componente alvo e também o desempenho do sistema.

O Varicol-Micro é um sistema de colunas multiplas. Uma solugédo
de mistura bindria é bombeada continuamente nas colunas, enquanto
os componentes purificados da mistura sao continuamente retirados do
sistema. Na cromatografia classica, uma fase moével é bombeada através
de uma coluna contendo um adsorvente que é a fase estacionaria e os
componentes de uma mistura bindria sdo separados porque eles se
movem através da coluna com diferentes valores de velocidades. Se o
adsorvente estiver se movendo na dire¢ao oposta a fase mdvel a uma
velocidade apropriada, o componente mais fortemente retido move-
se com o adsorvente e o componente menos fortemente retido move-
se com a fase movel. Nos casos em que a mistura é continuamente
injetada, os componentes da mistura serdo continuamente separados,
um componente ficando na fase liquida e o outro na fase sélida. Em
geral, ndo é pratico mover o s6lido na diregdo oposta a fase liquida, mas
é possivel simular o movimento da fase sdlida usando-se varias colunas
conectadas em série e movendo os pontos de inje¢do e os pontos de
retirada dos componentes utilizando valvulas.

O Varicol-Micro opera alternativamente com dois diferentes
modos de processo: SMB (Leito Mével Simulado) ou Varicol, e possui
as seguintes especificagdes:

1) O sistema proposto Varicol-Micro pode utilizar de quatro a
oito colunas com 10 milimetros de didmetro interno.

2) O numero de colunas pode ser facilmente modificado pelo
operador. Com numero alto de colunas, purezas muito altas podem
ser obtidas em ambas as saidas. Por outro lado, um niimero menor
de colunas é preferivel quando somente um enantidémero precisa
ser muito puro, para aumentar a produtividade. Na maior parte dos
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casos, purezas maiores que 98 a 99 % sao obtidas simultaneamente
no extrato e no refinado com um Varicol contendo oito colunas.

O sistema total é controlado por um programa especifico de
computador o qual é projetado para monitorar a purificagao de acordo
com regras de qualidade e seguranga operacional.

7

O sistema fisico do Varicol-Micro é constituido dos seguintes
itens: bombas (cinco bombas), tubulagdes (de 1/16 e de 1/8 polegadas),
valvulas, controle de temperatura, sensores, valvula de 6 vias, valvula
de detec¢ao e estrutura de acgo inox, programa Help, computador, PLC
Siemens, sistema de detec¢do UV (ultravioleta), polarimetro, e, colunas
de 10 milimetros de didmetro (oito colunas de 1 ¢cm de didmetro,
supridas com empacotamento do tipo Chiralpak AD)

As dimensdes maximas do sistema sao: comprimento de 800 mm,
profundidade de 600 mm, altura de 700 mm e peso aproximado de 120
kg. As necessidades de poténcia sdo de duas linhas de 220V, 50 Hz, 2 kW.
Necessita de ar comprimido com 5,5 atm de pressao minima com ar livre
de dleo, consumo maximo de 1 a 3 m3, e conector de % de polegada.

O diagrama basico que mostra a diferenga em relagdo ao tempo de
troca das posi¢des no sistema se encontra na Figura 3.5.

Figura 3.5. Diagrama basico que mostra a diferenga em relagdo ao
tempo de troca das posi¢des no sistema.
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O sistema fisico vem acompanhado de um software denominado
de Help, que permite determinar ferramentas importantes de andlise
como a isoterma de adsor¢ao a partir de dados basicos cromatograficos
obtidos com uma coluna em laboratdrio. Esse software permite ainda
projetar asvazdes a serem alimentadas ao sistema e a predicao de algumas
variaveis importantes como o consumo de solvente e a produtividade
esperada para o sistema de separagao.

Uma fotografia da unidade Varicol-micro instalado no Laboratério
de Cromatografia Preparativa da Faculdade de Engenharia Quimica da
Unicamp ¢ mostrada na Figura 3.6

Figura 3.6. Sistema Varicol instalado no Laboratério de Cromatografia
Preparativa da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp

M= 15T

3.2 DETERMINACAD DOS PARAMETROS DA ISOTERMA

O método utilizado na determina¢do da isoterma ndo linear
consistiu na obtenc¢do dos tempos de reten¢ao formados pelos picos dos
pulsos analiticos e os tempos de retengdo a meia altura das frentes dos
picos formados pelas inje¢des de sobrecarga. A partir da obten¢ao dos
tempos de retengdo no modo analitico e no modo de sobrecarga com
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a mesma fase estaciondria, os dados encontrados foram inseridos no
software desenvolvido pela Novasep, chamado de Help. Esse programa
esta baseado no trabalho de Nicoud e Seidel-Morgenstern (1996), e
considera uma isoterma que representa a adsor¢do competitiva e ndo
competitiva em tipos diferentes de sitios de adsor¢éo, que é caracteristica
de separagdes quirais. A equagao geral da isoterma é dada por:

b.C,
q, =A4,C, +q7

1+305.C,
= (3.1)

onde qi ¢ a quantidade de soluto adsorvida, gs o valor dessa quantidade
na saturagdo , Ci a concentra¢ao da solugdo i o coeficiente da isoterma
linear e bjos coeficientes experimentais da isoterma bi-Langmuir.

3.3 DETERMINACAD 00S PARAMETROS DA ISOTERMA

A queda de pressao total no sistema de colunas é uma variavel
importante para que seja limitada a vazdo volumétrica maxima de
opera¢do. O célculo aproximado dessa queda de pressio pode ser
realizado pela equagao de Ergun como apresentada por Bird et al (2000):

aAp _ 1s0u(1-g)® 175p(1-5) 3
L D} Xaq+ 2Dy x4q
(3.2)

Na equagdo de Ergun a queda de pressio por unidade de
comprimento AP/L é obtida com o conhecimento do diametro médio
das particulas Dp, da porosidade média do leito ¢, da viscosidade u do
fluido, da massa especifica do fluido p e da velocidade superficial no
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leito poroso q que é calculado pelo quociente entre a vazao volumétrica
e a area da secdo transversal da coluna.

Correlagdes mais precisas para o calculo de AP/L com particulas
de pequenos diametros (abaixo de 0,1 mm) e baixas porosidades foram
sugeridas por Massarani (1997) sao baseadas na permeabilidade K do
leito de particulas e se adaptam melhor as particulas utilizadas nesse
trabalho. O calculo a ser desenvolvido pela metodologia Massarani é
realizado através das equagdes 3.3 e 3.4, apresentadas a seguir.

Ap [z cp 2
— ==X —
L x4 T wo
(3.3)
gy 172 g 0,137243
c=— [m‘l (=) +ex1072(%) ]
(3.4)

O célculo da permeabilidade K ¢ realizado através de medidas de
AP/L para baixas velocidades superficiais q (regiao de linearidade entre
AP/L e q) em um leito de particulas e aplicada a Lei e Darcy dos meios
porosos, que corresponde ao termo linear da Equagao 3.3, ou seja:

(3.5)
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3.4 DETERMINACAD DOS PARAMETROS DA ISOTERMA
3.4.1 Separacdo dos Enantiomeros do Mitotano

Em fun¢do da obten¢do de um conjunto coerente e completo de
resultados fundamentais na separagdo do mitotano em uma coluna, ja
apresentados no Capitulo 1 desse livro, foi considerada como promissora
a separagdo continua com a realizagio de um conjunto de corridas
experimentais no Sistema Varicol, de acordo com a metodologia apresentada
anteriormente. Os resultados serdo aqui utilizados para alimentar a
metodologia o célculo as condi¢des operacionais do sistema continuo.

A mistura racémica de mitotano utilizada nos experimentos foi
adquirida da Yick-Vik Chemicals and Pharmaceutics (China) e apresenta
uma massa molar de 320,04 g/gmol. Serdo apresentados a seguir os
resultados que consideramos mais bem sucedidos para essa separagao.

O processo para a determinagdo dos parametros da isoterma de
Langmuir competitiva seguiu as seguintes etapas:

a- Parametros Basicos da Coluna

Na primeira etapa, dentro da janela de tela do Help mostrado
Figura 3.7 foi inscrito as medidas dos parametros da coluna (diametro,
comprimento, porosidade da coluna e tamanho da particula) ea condigao
de inje¢ao analitica (vazao e tempo de retencdo dos enantidmeros).
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o

Figura 3.7. Janela de entrada de dados adaptada do Help que se refere as
medidas dos pardmetros da coluna e a inje¢do analitica.
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b- Dados de Inje¢ao com Solu¢des Concentradas

Na segunda etapa, foram inseridos os dados das inje¢des de
sobrecarga que corresponde a Figura 1.14 do Capitulo 1 deste livro. Para
o uso do programa Help de calculo sdo necessarios os dados de vazao,
do volume injetado, da concentragdo dos enantiémeros e dos tempos
de retencdo a meia altura das frentes dos picos. Em seguida o botao
“calculate” é pressionado (Figura 3.8), dando uma resposta dos valores
dos parametros da isoterma de Langmuir competitiva. Na sequéncia o
botao “verify” é pressionado, fornecendo assim a estimativa dos tempos
de reten¢do em fungdo da quantidade injetada do soluto calculada pelo
modelo e utilizando os tempos experimentais, conforme a Figura 3.9.
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Figura 3.8. Janela de tela com entrada e saida dos dados adaptados do
Help que se refere as medidas de sobrecarga e os parametros da isoterma
de adsorgao.
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Figura 3.9. Curva dos tempos de reten¢do em fungio da quantidade
injetada de soluto sobre condi¢des de sobrecarga adaptado do Help.
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c- Eficiéncia da coluna, e dados de entrada de vazio e pressao

As medidas da eficiéncia da coluna, a vazdo e a pressdo exercida
dentro da coluna foram inseridas no Help, em seguida o botao “calculate” é
pressionado e sdo fornecidos os coeficientes da equagao van Deemter para a
altura equivalente a um prato teérico determinado pela Equagao 3.6:

R , , 2
g=Lr g &\ L (&)L
i \1-e Kk, 11— K

(3.6)

onde DL é o coeficiente de dispersao axial da coluna; km o coeficiente
de transferéncia de massa global.

Nessa equagao estao incluidos dados de eficiéncia cromatografica
em termos de altura equivalente a um prato tedrico e a queda de pressdo
dos dados obtidos experimentalmente, conforme Figura 3.10.

Figura 3.10. Quadro de entrada e saida de dados da eficiéncia da coluna
a da queda de pressao adaptada do Help.
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d- Dados Tipicos para as Corridas Iniciais Visando a Separagao do
Mitotano

Dados adicionais para a obten¢do de parametros importantes
para serem alimentados ao sistema Varicol sio os seguintes: 1)
queda de pressdo maxima; 2) didmetro das colunas; 3) comprimento
das colunas; 4) solubilidade da alimentac¢ao; e, 5) Composi¢ao da
alimentagdo. Esses dados estao mostrados na Figura 3.11 na forma de
janela de tela do programa Help.

Figura 3.11. Outros dados de entrada para o calculo das vazdes
projetadas para as correntes no sistema Varicol

B Help 10.3
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d- Vazées das Correntes Projetadas para Uso no Varicol

As vazdes calculadas pelo sistema computacional estao mostradas
na Figura 3.12.
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Figura 3.12. Vazdes projetadas para as correntes no sistema Varicol.

Fies Wiew 7

VeriCol dsta | VaslCol ot srrvsler || VeniCol simulstion | Vsl perommances |

VariCol paramaters Humber of column par zone
eec(mlimin) 123 Zenel [0
Qe (midmin)  [F88 Zona? [ze1
Ofeed (milfmin) [0.52 Zored i
Oredf (mlfmin)  [079 Zoned [123
Petiod {rin} [uu.a i Totel namber of caluming ; 5.00

Numibas of plates |12 feoilumn
Feed concantration (g/L)

usp L Proposed (low rates Procers Galculation
esp 2 ﬁ?S

Endivnation of the solnlviscosdly | 105mP0 5
Lstimation of the sokealvasoosdy 1 03mP2 s

d- Perfis Internos Calculados para o Varicol

O software Help permite prever os pertfis internos a serem obtidos
no sistema experimental, as produtividades e o consumo de solvente
teoricamente esperadas (Figuras 3.13 e 3.14).

Figura 3.13. Perfil interno de concentragdes previsto teoricamente

B Help 10.3

Files View 7

VarCol data | ViaiCol patsmaters  VanCol simdation | \isiCel performances |

WariCol Concendrition Frofie

st I i | | | Concentrations (g/L)
s il | , Rafinate  Extract
w i i | Componen 2625 [ooo0
& i - i
- y ST & D—— |l T (ERET
g I, |
g A pecas SR Rt S e et 1 Purities
s '..'- .- : } - . e [mY
0 - i . E : el J
0 T L | Extract [0 %
m e |
10 h /i h |
# i e )

o 1 2 3 4 5 B
Cobamn SAVE PROFILE



PROCESSOS DE SEPARAGAD E PURIFICAGAD DE PRODUTOS FARMAGEUTICOS

Figura 3.14. Produgéo, produtividade e consumo de solvente calculados
teoricamente pelo software Help
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d- Resultados Finais para a Separaciao do Mitotano no Sistema Varicol

Os resultados finais da corrida experimental para a separacdo
do mitotano na fase estaciondria Tris 3,5-dimetilfenilcarbamato de
amilose com 6 colunas e 1 cm e didmetro e 10 cm e comprimento,
concentracao da alimentagao de 50 g/mL e temperatura e 25 oC estdo
resumidos na Tabela 3.1:

Tabela 3.1. Tabela-resumo referente a pureza dos produtos e ao
desempenho obtido durante a separa¢do de mitotano no Varicol

N° de Ciclos Pureza
Rafinato Extrato
35 93,79 96,63




#3 Separacao cromatogrdfica preparativa em sistema contfnuo Varicol: estudos de casos com moléculas quirais

N° de Ciclos Pureza
Rafinato Extrato
44 96,4 97,56
55 97,4 96,7
60 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 97’7 ........................................ o
66 98,13 91,245
Desempenho
Consumo do solvente 61,0 L/kg enantidmero
Produtividade S(-)mitotano | 2,87 g refinado/g FEQ.dia
Produtividade R(+)mitotano | 2,87 g extrato/g FEQ.dia

3.4.2 Separacao dos Enfntiomeros do Verapamil

O verapamil (2-(3,4-dimetoxifenil)-5-[2-(3,4-dimetoxifenil) etil-
metil-amino]-2-propan-2il-pentanonitrila) é um farmaco derivado
sinteticamente da papaverina e que exibe potente e seletiva agdo
bloqueadora sobre os canais de calcio do tipo L, atuando como agente
eficaz no tratamento de doencas cardiovasculares, tais como: hipertensao,
arritmias supraventriculares e angina pectoris de acordo com Singhal
et al. (2012). Apresenta formula molecular C27H38N204, massa molar
de 454,59 g/mol e encontra-se disponivel como liquido oleoso e viscoso
de coloragao amarelo palido. O farmaco caracteriza-se por ser um
composto quiral comercializado e administrado como mistura racémica
dos enantiomeros S-(-)-verapamil e R-(+)-verapamil (Figura 3.15), os
quais exibem propriedades farmacoldgicas distintas. O enantiémero
S-(-)-verapamil, de acordo com Mateus et al (2007), apresenta maior
potencial cardiovascular quando comparado ao seu antipoda dptico
R-(+)-verapamil e este, por sua vez, exibe agdo antitumoral, atuando
como inibidor hepatocarcinogénico segundo Yoshida et al. (2010).
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Figura 3.15. Estrutura molecular dos enantidémeros do verapamil: (A)
S-(-)-verapamil; (B) R-(+)verapamil.

< )

(A}

A mistura racémica do verapamil utilizada nesse estudo foi
gentilmente doada pelas Industrias Farmacéuticas EMS de Hortolandia,
Sao Paulo, Brasil.

A fase estacionaria utilizada é o tris 3,5-dimetilfenilcarbamato de
amilose que possui 0 nome comercial de Chiralpak AD com didmetro
médio de particulas de 20 pm. A coluna utilizada possui o comprimento
de 10 cm e didmetro interno de 10 mm. A fase moével é formada por
hexano, isopropanol, etanol e dietilamina na composi¢ao 90:5: 5:0,1 %
(v/vIvIv), respectivamente, e selecionada com base em experimentos
preliminares em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os
experimentos foram todos realizados na temperatura e 250C.

O perfil de elui¢ao em fase diluida para uma coluna foi obtido
com a concentragdo de 0,2 g/L, vazdo de elui¢ao de 1 mL/min, detecgao
UV em 270 nm e volume de injegdo de 20 pL e o perfil cromatografico
da separa¢ao mostrado na Figura 3.16.

Na separagdo quiral realizada na fase estacionaria tris 3,5
dimetilfenilcarbamato de amilose, a ordem de elui¢do dos enantidmeros
do verapamil ja foi obtida por Mateus et al. (2007) indicando que a
configuragdo S-(-)-verapamil é a menos retida enquanto que e R-(+)-
verapamil é a mais retida.
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Os parametros cromatograficos basicos obtidos para a separagdo
em fase diluida na vazdo de elui¢do de 1 mL/min e temperatura e 25 oC
sao mostrados na Tabela 3.2.

Figura 3.16. Perfil cromatografico da separagdo, em fase diluida, do
verapamil em tris 3,5 dimetilfenilcarbamato de amilose (Chiralpak AD)
com fase movel hexano: isopropanol: etanol: dietilamina 90: 5: 5: 0,1 %
(v/vIvlv), respectivamente.
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Tabela 3.2. Pardmetros cromatograficos obtidos durante
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O perfil de eluicdo em fase concentrada foi obtido com a
concentra¢ao da solugdo de 10 g/L, vazdo de elui¢do de 1 mL/min,
detec¢ao em UV a 260 nm e volumes de injecdo de 20, 50, 100, 200
e 500 pL. Os resultados para os perfis cromatograficos de solugdes
concentradas sao mostrados na Figura 3.17.

Figura 3.17. Perfil de elui¢do para os enantidmeros de verapamil em
fase concentrada (sobrecarga de injegdo na coluna cromatografica).
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Do mesmo modo como apresentado no estudo de casos
referente ao mitotano, aqui sao apresentados os resultados obtidos
pelo simulador HELP, para o verapamil. Tais resultados sdo de suma
importancia para a operacao do leito mével micro-Varicol e obtengao
de resultados experimentais na separagdo quiral dos enantiomeros
da molécula de verapamil. Esses resultadfos foram alimentados ao
sistema obtido anteriormente.

Os dados da injegao analitica sdo mostrados na janela e tela o
simulador HELP apresentada na Figura 3.18.
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Figura 3.18. Dados de injegdo analitica do verapamil no sistema Varicol.
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As isotermas de adsor¢do sao calculadas pelo simulador HELP e
apresentados como uma janela de tela na Figura 3.19.

Figura 3.19. Isotermas de adsorgdo calculadas para o verapamil
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A determinagdo dos pardmetros da isoterma de adsor¢ao dos
enantiomeros S-(-)-verapamil e R-(+)-verapamil foi realizada com os
dados experimentais do perfil de elui¢do em fase concentrada (Figura
3.17 ). Foram tomados como “dados de entrada” os valores de trl e tr2,
correspondentes aos tempos (em minutos), obtidos como ponto de
maximo quando se aplicou o método da primeira derivada em cada um
dos perfis de eluigao.

O Modelo de Langmuir competitivo foi utilizado para ajustar os
dados das isotermas de acordo com as Equagdes 3.7 e 3.8:

C
g, = 4,C, +% 5-(-)-verapamil
Wit Tk, (3.7)
,C,
g, = A,C, +L R-(+)-verapamil
R & A G S T o8
172 (3.8)

onde A\, B e yi sdo os parametros ajustaveis da isoterma, ql e q2as
quantidades adsorvidas para os componentes 1 e 2 e Cl e C2 as
concentragdes na fase liquida dos componentes 1 e 2.

Tabela 3.3. Valores numéricos dos parametros das isotermas de adsorcéo.

Parametros das isotermas de adsor¢ao
Enantiomero

A By B vi
S-(-)-verapamil 2,5 1,3066 19 0,06877
R-(+)-verapamil 2,5 2,3868 19 0,12562
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1,3066.C
g, =250+ - !
1+0,06877.C, +012562.C,
; (3.9)
2,3868.C,
g, =25C,+ : 2
: * 1+0,06877.C, +0,12562.C,
: (3.10)

A representagdo gréfica para as equagdes acima mencionadas é
apresentada na Figura 3.20.

Figura 3.20. Isotermas de adsor¢dao dos enantidmeros S-(-)-verapamil e
R-(+)-verapamil na fase estacionaria Chiralpak AD a 25 °C.
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A partir das Equagdes 3.2 a 3.6 foram calculadas as quedas e
pressoes e altura equivalente a um prato tedrico, de acordo com a tela o
simulador HELP mostrada na Figura 3.21.
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Figura 3.21. Dados da hidrodinamica do sistema Varicol para o verapamil
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Os dados basicos referentes a alimentacdo estio mostrados na

Figura 3.22.

Figura 3.22. Dados referentes a alimentag¢ao do verapamil no sistema Varicol
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As vazdes iniciais de alimentacdo ao sistema Varicol-micro e
ndimero e colunas por zona sao mostrados na Figura 3.23.
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Figura 3.23. Vazdes iniciais de solugdes de verapamil alimentadas ao Varicol
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Os perfis internos obtidos no sistema Varicol-micro para o
verapamil sdo mostrados na Figura 3.24.

Figura 3.24. Perfis de concentra¢io do verapamil calculados para o

sistema Varicol
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Conforme especificado, as purezas obtidas pelo simulador HELP
correspondem a 99,96 % para o refinado (S-(-)-verapamil) e a 99,99 %
para o extrato (R-(+)-verapamil).

Os parametros principais de desempenho na separagio o
verapamil estao mostrados na Figura 3.25.

Figura 3.25. Pardmetros de desempenho para o verapamil calculados
pelo sistema Varicol
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Com a utilizagdo de 6 colunas Chiralpak AD (100 x 10 mm x 20
Hm) em série e concentragdo da alimentagao de 12,5 g/L de verapamil,
foram retiradas no decorrer da corrida experimental amostras das
correntes de refinado e extrato para o monitoramento instantdneo de
pureza em ciclos especificos.

As purezas foram obtidas em sistema CLAE utilizando-se uma coluna
analitica com a fase estacionaria AmyCoat (Cromais®) com nome cientifico
Tris 3,5 dimetilfenilcarbamato de amilose, comprimento da coluna de 25 cm,
didmetro interno da coluna de 4,6 mm e didmetro de particula de 10 um.

Para a determinacio das purezas foi utilizada a fase movel hexano:
isopropanol: etanol:dietilamina na composi¢ao: 90:5:5:0,1 % (v/v/v/v),
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respectivamente. A vazao utilizadano CLAE é de 1 mL/min, a temperatura
de 25 °C, detec¢ao em UV a 270 nm e volume de inje¢ao de 20 uL.

A Tabela 3.4 e a Figura 3.26 mostram o conjunto de purezas
obtidas em ciclos especificos no sistema Varicol para o verapamil no
extrato e refinado.

Finalmente, foram obtidos valores de purezas globais iguais a
88,5 % e 92,5 % para o extrato (R-(+)-verapamil) e refinado (S-(-)-
verapamil), respectivamente. A pureza global refere-se as amostras
coletadas ao longo de todos os ciclos ocorridos durante a corrida
experimental com o leito mével Varicol. Os valores de pureza foram
determinados através dos cromatogramas representados pelas Figuras
3.27 e 3.28, através da divisdo entre as respectivas areas dos picos
cromatograficos referentes a cada enantiémeros.

Tabela 3.4. Purezas obtidas em ciclos especificos da corrida experimental

Pureza (%)
Numero de Ciclos
Refinado Extrato
15 95,0 81,0
. 18 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 93’0 ...................................... 86,0
21 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 93)0 ...................................... 93’0
27 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 91,0 ..................................... 92,6
. 30 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 91,0 e 92,0
. 34 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 91’0 e 90’0
. 37 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 90’5 e 90,5
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Figura 3.26. Pureza dos enantiémeros obtida em fun¢do do nimero
de ciclos da corrida experimental no leito mével Varicol. (@) Extrato/
R-(+)-verapamil; () Refinado/ S-(-)-verapamil.
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Figura 3.27. Cromatograma obtido por HPLC analitico para obtengado
da pureza do extrato.
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Figura 3.28. Cromatograma obtido por HPLC para andlise de pureza
do refinado.
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As Tabelas 3.5 e 3.6, a seguir, apresentam os principais parametros
experimentais obtidos na separacdo do verapamil, contendo os dados
finais fundamentais para a separagdo por cromatografia continua em seis
colunas simultaneas, conectadas em série, do sistema Varicol utilizando
a fase estaciondria tris —(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose e a fase
movel hexano: isopropanol: etanol: dietilamina 90: 5: 5: 0,1 % (v/v/v/v).

Tabela 3.5. Tabela dos parametros operacionais da separa¢io do
verapamil no Varicol

Parametros Operacionais

Coluna Tris -( 3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose

% (v/vIvIv).

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, HORN

Comprimento da coluna £ 100 mm
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Parametros Operacionais

Diametro interno da coluna : 10 mm

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Gremmeinde st

Vazdo de alimentagéo 0,51 mL/min

Vagodecluente A@mUmn
..‘;l;é;;lperatura; """"""""""" ’25°C """"""""""""""
Preio S0be

Tabela 3.6. Tabela referente ao desempenho obtido durante a separagdo
de verapamil no Varicol

Desempenho

Pureza do enantiomero do S(-) 92,5 %

Excesso enal;(ﬂi;mérico (i‘(”)”é(_) ‘85,0 %
PuemadoenanmtiomeroR()  885%
Excesso enal;‘t”i;)‘mérico ci;;{(+) 77 6
Consumo do solvente SL6Lkgenantiomero
..‘El'r”(;‘(iutividac”l”e;g(—)verap;n“l‘il 0,14 g reﬁ;;do/ g Fﬁé.dia """""""

Produtividade R(+) verapamil 0,14 g extrato/g FEQ.dia

E valido ressaltar que os dados aqui apresentados constituem
no primeiro conjunto completo de resultados em escala mundial
decorrentes do uso da cromatografia continua no modo Varicol para a
separa¢ao da molécula do farmaco verapamil.
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3.4.3 Separacdo dos Enntiomeros do Binol

Obinol (Figura 3.29) ¢ um arcabougo muito valioso para confecgao
de ligantes uteis em catélise assimétrica. O derivado mais conhecido ¢ o
BINAP (Figura 3.29) utilizado em hidrogenagdes assimétricas cataliticas
(Shimizu et al., 2005)

Figura 3.29. Estrutura quimica das moléculas de Binol e Binap,
respectivamente.

HO_ PhyP .

Binol Binap

Obinol racémico utilizado nesse estudo foi obtido pelo Laboratério
de Sinteses Organicas do Instituto de Quimica da Unicamp.

A fase estaciondria utilizada ¢é o tris 3,5 dimetilfenilcarbamato de
amilose que possui o nome comercial de Chiralpak AD com didmetro
médio de particulas de 20 um. A coluna utilizada possui o comprimento
de 10 cm e diametro interno de 10 mm. A fase movel é formada por
100% metanol e selecionada com base em experimentos preliminares em
HPLC. Os experimentos foram todos realizados na temperatura de 250C.

Os perfis de eluigdo do binol para varias concentragdes desde a
fase diluida até a concentragdes mais elevadas sao mostrados na Figura
3.30. Para esses dados sao utilizadas vazao de elui¢do de 1 mL/min,
detec¢ao UV em 270 nm e volume de inje¢ao de 20 pL.
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Figura 3.30. Perfil de elui¢do para os enantidémeros do binol em fase
diluida e concentrada.
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Do mesmo modo estudados nos casos anteriormente descritos e
referente ao mitotano e verapamil, aqui sdo apresentados a seguir os
resultados obtidos pelo simulador HELP® 10.3, para o caso da separagao
do binol. Tais resultados sdo de muita importancia para a operagdo do
leito mével micro-Varicol e obtengdo de resultados experimentais na
separagdo quiral dos enantiomeros. Para a obten¢ao desses dados foram
alimentados ao sistema os dados obtidos no item 3.3.2.

Os daos para inje¢ao com solugdes diluidas o binol sao mostrados
na Figura 3.31.

Figura 3.31. Dados de injegao analitica do binol no sistema Varicol
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As isotermas de adsorcdo o binol a 250C na fase estacionaria
Chiralpak estao mostrados na Figura 3.32.

Figura 3.32. Isotermas de adsorgao calculadas para o binol.
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Os dados principais de queda de pressdo e altura dos pratos
teoricos da coluna estao mostrados na Figura 3.33.

Figura 3.33. Dados da hidrodindmica do sistema Varicol para o binol.

e Help 10.3

Files View 1
Analstical ingection | Aduonpbion mothem  Hydrodynamics

Column efficiency

Flowrate (mLfmn) |1 12

- e CALCULATE VIEW
Mumberof plates |55 |56+ g =
HETF fom)= |22 dpfcm) + 030558 u (crmyfsec)

Pressure drop
Flowrate (mimin) [

Frezsure (bar) |05

CALCULATE ﬂl:E[hm.vm;- ¥y (cmyseq)

FND ¢ © © 06 06 0 0 0 0606 000060000600 006060000600 00000 0000000600000 000600000600000000600000000e00000eo0so0e600c0so0so0ocococsocsocsoscsosocsocsosocoeecne



PROCESSOS DE SEPARAGAD E PURIFICAGAD DE PRODUTOS FARMAGEUTICOS

Os dados referentes a alimentacao das soluc¢des de binol estdo
apresentados na Figura 3.34.

Figura 3.34. Dados referentes a alimentag¢do do binol no sistema Varicol.
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Os pardmetros basicos para o processamento no sistema Varicol
estdo apresentados na Figura 3.35.

Figura 3.35. Vazdes iniciais e solugoes de binol alimentadas ao Varicol.
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O perfil de concentragdes simulado para o sistema binol-Varicol
estd na Figura 3.36.

Figura 3.36. Perfis de concentragao do binol calculados para o sistema Varicol
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Os parametros principais de desempenho do sistema Varicol para
a separa¢ao o binol estao mostrados na Figura 3.37.

Figura 3.37. Pardmetros de desempenho para o binol calculados pelo
sistema Varicol
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Com a utilizagdo de 6 colunas Chiralpak AD (100 x 10 mm,
20 um) em série e concentragdo da alimentagao de 3,3 g/L de binol
racémico foram retiradas no decorrer da corrida experimental amostras
das correntes de refinado e extrato para o monitoramento instantaneo
de pureza em ciclos especificos.

As purezas foram obtidas por meio de analise de concentragao
utilizando CLAE utilizando-se uma coluna analitica comafase estacionaria
AmyCoat (Kromasil®) com nome cientifico Tris 3,5 dimetilfenilcarbamato
de amilose, comprimento da coluna de 25 cm, didmetro interno da coluna
de 4,6 mm e didmetro de particula de 10 um.

Para a determinacao das purezas foi utilizada a fase moével formada
por metanol 100%. A vazao utilizadano HPLC é de 1 mL/min, a temperatura
de 25 oC, detecgao em UV a 270 nm e volume de injeao de 20 pL.

As purezas obtidas para o extrato e o refinado estdo mostradas nas
Figuras 3.38 e 3.39.

Figura 3.38. Cromatograma obtido por HPLC para andlise de pureza
do extrato (Pureza = 96%; excesso enantiomérico = 92%).

L
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Figura 3.39. Cromatograma obtido por HPLC para andlise de pureza
do refinado (Pureza = 79%; excesso enantiomérico = 58 %).
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Considerando-se a pureza obtida pela analise dos cromatogramas
do extrato e do rafinado em conjunto com os perfis de UV e polarimetro
obtidos nos ciclos indicados acima, pode-se perceber um “vazamento”
do extrato na zona I para a zona IV. O lado direito dos perfis apresenta
uma eleva¢ido no sinal de absorbancia do UV, indica¢ao clara de um
ajuste incorreto do nimero de colunas por zona e das vazdes iniciais.

Apesar da simulacdo realizada no programa HELP indicar
altas purezas para ambos os enantiomeros, deve-se considerar que o
conjunto de parametros obtido constitui as condi¢des de contorno do
sistema utilizadas pelo controle automatico (ACS) para tentar ajustar as
vazdes no decorrer da purificagdo. De forma alguma existe a garantia de
que estas vazdes iniciais sejam as corretas quando se utilizam solugdes
mais diluidas, como é o caso. Em nossa abordagem, foi empregada
uma solugdo de concentragao 3,3g/L (1g de material em 300 mL de
solvente), pois esta é a concentragdo-limite minima que se encaixa nas
necessidades de um laboratdrio de sintese organica.

As Tabelas 3.7 e 3.8 apresentam, resumidamente, os principais
parametros experimentais obtidos na separagdo binol, contendo os
dados finais fundamentais para a separacao por cromatografia continua
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em seis colunas simultaneas, conectadas em série, do sistema Varicol
utilizando a fase estaciondria tris —(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose e a fase metanol 100%.

Tabela 3.7. Resumo dos parametros operacionais da separagdo do binol.

Parametros Operacionais

Coluna Tris -( 3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose

Fasemovel © Metanol, 100 %
Nimerodecolunas s
“‘é’(;nprimen;;;ia coluné """" ’100 mm
..‘.];é‘metro in;;;go da COll:l;;. ’IOmm """"""""""""""
“g(;l;centraqé‘(:(‘:'l‘e alimen;;;;éo 3,3 o
Vazdo dealimentagio 07
Vazodechuente 2
..‘%é'l‘l';peraturz; """"""""""" 25°C """"""""""""""
Pressio 0be

Tabela 3.8. Resumo referente ao desempenho obtido durante a
separag¢ao do binol.

Desempenho

Pureza do enantiomero do S(-) 96%

Excesso enantiomérico do S(-) 92%

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Pureza do enantiomero R(+) 79%
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Desempenho
Excesso enantiomérico do R(+) :58%
Consumo do solvente 421 L/kg enantidmero

Devido a baixa solubilidade do binol no solvente otimizado para
a separagao cromatografica (64 g/L), verifica-se que as produtividades
dos enantiomeros, na faixa de 28 g/L a 35 g/L, se apresentam com
valores considerados baixos quando comparados com a separagdo de
outros enantiomeros.

3.5 CONCLUSOES

Foi demonstrada a eficiéncia do conceito Varicol de separagdo
continua para trés diferentes misturas racémicas de farmacos. Os
resultados mostraram que os enantiomeros dos farmacos mitotano,
verapamil e binol foram satisfatoriamente separados em coluna
Chiralpak AD na escala semi-preparativa de gramas/dia. A separagdo
ocorreu praticamente até a linha de base para os trés compostos. Os
parametros cromatograficos obtidos (fatores de retengdo, seletividade
e resolu¢do) enquadraram-se nas faixas de valores reportados na
literatura que classificam a separagdo como completa. Foram obtidos
dados importantes de processamento como a produtividade por massa
de adsorvente e o consumo e solvente nas separagdes.
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LEITURA GOMPLEMENTAR e

O leitor interessado numa revisao dos conceitos basicos sobre o tema
aqui proposto, para a correta compreensio dos principios que fundamentam
os procedimentos sugere-se a leitura das seguintes publicagdes:

Y

Fl

Chankvetaze, B., Ed., Chiral Separations. Elsevier, Amsterdam, 2001,
p. 489.

Ludemann-Hombourger, O., Nicoud, O.R.M., Bailly, M.,

The “VARICOL” process: A new multicolumn continuous
chromatographic process. Separation Science and Technology. 35:
1829-1862, 2000.

Zhang, Z., Hidajat, K., Ray, A.K., Morbidelli, M., Multiobjective
optimization of SMB and Varicol process for chiral separation.
AIChE J. 48: 2800-2810, 2002.
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RESUNO

foco deste capitulo é a investigagdo
do processo de separacdo por
cromatografia continua conhecido
como Leito Mével Simulado (LMS) para
a separa¢ao da mistura racémica de
praziquantel (PZQ), utilizada no combate
a esquistossomose. A unidade de LMS
projetada e construida foi validada e o
seu desempenho foi comparado com os
encontrados na literatura para a separagdo
do racemato de praziquantel. O desempenho
da unidade construida foi superior aos
encontrados na literatura, mesmo com a
concentragao de alimentagdo de praziquantel,
aproximadamente, 10 vezes inferior aos
previamente utilizado por outros autores.
Dentre os experimentos realizados na
unidade, o que utilizou maior concentragao
de alimentagdo permitiu a unidade operar na
regido nao-linear da isoterma. Além disso,
a atual unidade foi capaz de atingir o estado
estacionario ciclico mais rapidamente.
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A1INTRODUGAD

Praziquantel (PZQ) é um anti-helmintico contra um grande
espectro de parasitas trematdides e cestoides (Reich et al,, 1998). Gragas
a esta caracteristica particular, a substéncia inclusa na lista de remédios
essenciais organizada pelo OMS (WHO, 2021). A administragdo é oral
(i.e., forma de comprimidos). Infelizmente, esses comprimidos nao
incluem todos os grupos de seres humanos no tratamento. Criangas
em idade pré-escolar (abaixo de 5 anos) nao sdo capazes de engolir
esses comprimidos, o que leva a grandes chances de descontinuidade
no tratamento por parte dessas criangas. Atualmente, somente criangas
acima de 6 anos de idade tem tratamento regular (Bustinduy et al,
2017). Além disso, Bustinduy et al (2016) afirmam que doses ainda
maiores de PZQ sdo necessarias para o tratamento de criangas em idade
pré-escolar (> 60 mg/kg), enquanto em adultos as doses adequadas
sdo aproximadamente 40 mg/kg. Os comprimidos regulares contém
a mistura racémica (The pedriatic formulation, 2021), no qual o
composto levo-praziquantel (L-PZQ) é o principio ativo, e o dextro-
praziquantel (D-PZQ), além de ndo servir de principio ativo, confere
forte gosto amargo (Meyer et al, 2009). Portanto, somente metade
do comprimido tem o efeito esquistomicida desejado e a elevada
quantidade do composto D-PZQ nédo permite que o comprimido seja
mastigavel. Com o intuito de solucionar este problema, pesquisadores,
que fazem parte de uma cooperagao publico-privada internacional, estao
desenvolvendo um comprimido sublingual rico em L-PZQ, permitindo
assim que o comprimido tenha um quarto do tamanho do comprimido
comercialmente disponivel e menor amargor. Outros estudos com
o racemato também estdo em desenvolvimento, como por exemplo
o encapsulamento do PZQ racémico (Malhado et al, 2016; Paiva et
al, 2019). Apesar da problematica em torno das criangas em idade
pré-escolar, outros estudos relevantes com o PZQ sdo: resisténcia dos
esquistossomos em relagdo ao principio ativo (L-PZQ) (Doenhoft et al,
2009; Melman et al,, 2009; Doenhoff et al,, 2009) e sintese de derivados
do PZQ (Giglielmo et al, 2014; Dong et al, 2010; Duan et al, 2012),
modificagdes do PZQ com o objetivo de matar esquistossomos jovens
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(Zheng et al,, 2014). Além dos estudos com o L-PZQ, os ecperimentos
de racemiza¢ao também sdo importantes e demandam o fornecimento
de D-PZQ puro. Outros estudos importantes sdo a determinagdo do
mecanismo de acdo do L-PZQ sobre o parasita (Doenhoff et al,, 2002;
Melman et al, 2009; Zheng et al, 2014). Portanto, ter a disposicdo
os enantidmeros puros ¢ fundamental para que os estudos acima
possam acontecer, lembrando que nio ha disponibilidade no mercado
de enantiomeros do PZQ puros. Ha uma lacuna na obtenc¢do desses
enantidmeros puros, pois a separa¢do ¢ cara, devido a ineficiéncia na
separagdo. A separagdo via cromatografia continua em contracorrente
¢ uma solugao viavel, que sera abordada neste capitulo através do Leito
Movel Simulado (LMS).

411 Separacdo do Praziquantel Utilizando o Conceito de LMS

Em 1993, Ching et al (1993) foram os primeiros a utilizar o
LMS para separar a mistura racémica do praziquantel em escala semi-
preparativa. Algumas particularidades da unidade foram: (1) utilizagdo
de triacetato de celulose microcristalino (do inglés, Microcrystalline
Cellulose TriAcetate - MCTA), (2) o processo cromatografico foi
composto por 4 colunas cromatograficas, (3) a concentragdo de
alimenta¢ao de 50 gL-1 de mistura racémica de praziquantel em
metanol, (4) metanol foi utilizado com dessorvente e (5) o LMS néo
reciclou o dessorvente (i.e., auséncia da zona 4). A configuragdo das
colunas cromatograficas em cada zona foi 1:1:2 (zona 1: zona 2: zona 3).
Com o LMS, nesta configuragéo, foi possivel atingir 90,1% de D-PZQ
na corrente de extrato e 93,7% de L-PZQ na corrente de rafinado. Lim
et al. (1995) utilizaram uma configura¢ao de LMS similar ao trabalho
anterior, porém utilizando 8 colunas cromatograficas e a disposi¢ao
delas no processo foi 1:4:3. A corrente do rafinado apresentou 97,5%
de pureza de L-PZQ. Com o intuito de obter 100% de pureza de
L-PZQ, o processo de cristaliza¢ao foi acoplado logo apos a corrente
de rafinado do LMS. Os trabalhos acima citados utilizaram uma fase
estaciondria pouco estavel, por ndo ser recoberta em uma fase inerte, e
nao regeneraram o solvente ao nao incluir a zona 4 na configuragao da
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unidade de LMS utilizada, soma-se ainda a utilizagdo de um solvente
que possui menor solubilidade de PZQ, se comparado ao utilizado no
trabalho neste capitulo.

Em nosso Grupo de Pesquisa, Andrade et al. (2016) realizaram um
estudo computacional adotando a estratégia de controle conhecida como
Controle por Predicdo com Modelos Nao-Lineares (do inglés, Nonlinear
Model Predictive Control - NMPC) para a separagdo de racemato de
PZQ utilizando LMS. O desempenho dos controladores foi testado em
diferentes situagdes (i.e., mau funcionamento das bombas e valvulas e
set-point tracking). O controlador mostrou respostas rapidas e suaves,
mesmo quando foi incluida uma discrepancia entre os parametros da
planta e do modelo. Pela primeira vez um modelo assim constituido foi
satisfatoriamente utilizado. Outro aspecto importante é a presenga da
zona 4 que evidencia o reciclo do solvente, o que melhora o desempenho
do processo. A unidade real de LMS construida em nosso laboratdrio
tem viabilizado novos estudos para melhor entender a sua dinamica e,
consequentemente, promover atualizagdes nos modelos matematicos
para o aprimoramento de estratégias de controle baseadas em modelos.

412 Fases Estaciondrias Baseadas em Polissacariteo

Muitos trabalhos encontrados na literatura na década de 1990
utilizaram a MCTA, uma fase estaciondria quiral (Chiral Stationary
Phase - CSP) baseada em polissacarideos, para a separa¢ao de misturas
de PZQ (Lim et al, 1995; Lim e Ching, 1996a; Lim e Ching, 1996b).
Ela se tornou comum devido a sua alta capacidade de carga e boa
enantio-seletividade. Entretanto, a inexisténcia de material de suporte
ndo permite a esta CSP ter boa estabilidade mecénica (Lammerhofer e
Lindner, 2000). Com o intuito de superar este problema, os adsorventes
modernos passaram a ser depositados em superficies de particulas
macroporosas de silica (Lammerhofer e Lindner, 2000). Atualmente, as
novasfasesestaciondriasemsuamaioriaaindasaoabasedepolissacarideo
(Chankvetadze et al, 1993; Chankvetadze et al., 1995). A principal ideia
envolvida no desenvolvimento de novas fases estaciondrias nas ultimas
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trés décadas foi basicamente mudar os substituintes no anel aromatico
do grupo fenil dos polissacarideos (Chankvetadze et al, 2012). Gragas
a isso, a fase estaciondria tris(3-cloro 4-metil fenil carbamato) celulose
(comercialmente conhecida como ChiralcelTM OZ) tem uma alta
capacidade de reconhecimento quiral e, a0 mesmo tempo, baixa
polaridade em solventes polares usualmente utilizados em separagdo
cromatogréfica (e.g., etanol). Outro aspecto ¢ que o PZQ ¢ altamente
soluvel em etanol (uma caracteristica importante quando se trabalha
em escala preparativa).

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2 Material

O solvente utilizado foi o etanol grau HPLC fornecido pela Tedia
(Brasil). Os solutos utilizados foram 1,3,5-tri-tert-butylbenzene (TTBB)
97% fornecido pela Sigma-Aldrich (USA) e a mistura racémica solida de
PZQ, gentilmente cedida por LASiFA - Farmanguinhos/Fiocruz (Brasil).

4.2.2 Metodologia Experimental

a- Caracterizacao da Coluna Cromatografica

Porosidade: Um volume de 20 pL de solugdo de 2g/L de TTBB
em etanol foi injetado no HPLC (todos os equipamentos da marca
JASCO). A temperatura do forno foi fixada em 25°C e o comprimento
de onda do detector de UV/vis foi fixado em 210 nm. A injegdo foi
repetida para sete vazdes diferentes (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0
mL/min). Para cada vazdo, os experimentos foram repetidos trés
vezes. Uma regressao ndo-linear utilizando os tempos de retengdo
em cada injegdo vs. vazdo volumétrica foi realizada para cada coluna
cromatografica. A porosidade total média foi calculada entre as seis
colunas caracterizadas (Henner, 2012).

1
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Constantes de Henry: O procedimento experimental foi similar
ao utilizado para medir a porosidade total, porém com solugdo de 1 g/L
de mistura racémica. As constantes de Henry média foram calculadas
entre as seis colunas cromatograficas Henner, 2012).

Unidade de LMS: A unidade de cromatografia construida foi
colocada em uma sala climatizada, com o intuito de propiciar uma
condigdo a mais proxima possivel de uma condigdo isotérmica. A
disposi¢do de cada coluna em cada zona foi 1:2:2:1 (zona 1: zona 2: zona 3:
zona 4). Existem 4 bombas HPLC nomeadas “bomba da zona 2”, “bomba
do solvente”, “bomba da alimenta¢do” e “bomba do extrato”, localizados na
zona 2, entrada de solvente, na entrada de alimentagéo e saida do extrato,
respectivamente. Vale ressaltar a auséncia de bomba na se¢ao do rafinado.
As 4 bombas HPLC juntamente com as valvulas de troca de posi¢ao tém
a sua troca coordenada por um sistema supervisorio desenvolvido no
software LabView” (National Instruments), como ilustrado na Figura 4.1.

Figura 4.1. Sistema supervisorio da unidade de LMS construida.

a- Experimentos no LMS

Cada experimento durou cinco ciclos e foram realizados em
triplicata. No sexto tempo de troca do quinto ciclo (i.e., o experimento
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ja se encontrava na regido de Estado Estacionario Ciclico - EEC), todo
volume do liquido foi coletado em cada uma das correntes de saida.
Em seguida, parte do volume coletado foi acondicionado em um vial e
analisado em triplicata no HPLC com 1 mL/min de vazdo de solvente.
A Tabela 4.1 mostra mais detalhes das corridas realizadas.

Tabela 4.1. Experimentos realizados na unidade de LMS

Run1 Run 2

Q Q |qQ Q, Q Q |Q Q,

8,141 6,012 4,038 3,270 2,966 1,584

5,063 2,046

+0,009 10,046 +0,057 10,004 +0,099 +0,093

QD QF switch QD QF switch
0,949 0,919

4,103+0,053 3,57 1,686+0,089 8,82
10,046 +0,099

QX CA,X CB,X QX CA,X CB,X

3,078+0,0009 | 0,16%0,03 <0,06 1,224+0,004 0,18+0,01 | <0,06

QR CA,R CB,R QR CA,R CB,R

1,974+0,045 - 0,28+0,02 | 1,382+0,006 0,17+0,02 | 0,37+0,01

Pe. . . Pe_. .

1) 1) 1) 1)

>2340 >157 <2340 <388

Run 3 Run 4

Q Q |qQ Q, Q Q |Q Q,

4,364 3,258 2,195 3,325 2,833 1,682

2,266 1,830
+0,004 10,041 +0,043 +0,012 +0,140 +0,151
QD QF switch QD QF switch
1,003
2,188+0,040 0,973+0,041 | 6,62 1,643+0,141 8,75
+0,140
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Run 3 Run 4
QX CA,X CB,X QX CA,X CB,X
2,098+0,004 0,26%0,02 <0,06 1,495+0,012 0,22+0,04 | <0,06
QR CA,R CB,R QR CA,R CB,R
1,064+0,003 - 0,53+0,01 | 1,150+0,12 0,12+0,01 | 0,39+0,03
Pe . . Pe. . .

i) 1) 1) 1)
>2340 >291 >2340 >385
Run 5 Run 6
Q Q |Q Q, Q Q, | Q,
8,109 6,243 4,243

5,063 n.d. n.d. n.d. n.d.

+0,030 +0,141 +0,128
QD QF switch QD QF switch
3,866+0,153 1,181+0,141 | 3,57 4,10 4,10 450
QX AX BX QX AX BX
3,046%0,030 0,70+0,03 <0,06 2,60 2,71 0,30
QR CA,R CB,R QR CA,R CB,R
2,000+0,015 <0,06 1,25+0,02 | 1,80 0,25 3,74
Pe . - Pe_ . .

i 8] ij 1,j
>2340 >157 n.d. n.d.

Parametros de desempenho: Os valores das varidveis de
desempenho obtidos em cada experimento foram comparados com
aqueles encontrados na literatura (Rodrigues et al, 2015):
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'C'
Purj gy = ———o—
Laut CaouttChout (4 )
1
ﬁﬂutEi.uut
Rec; = ———_
nout QrCiF )
4.2
Pr, = (60,240 5utCi put
Mgdiz-Neolumn ( )
4.3
5 4 E
DC=_— DT3¢
Qr{CaAFTCRE)
(4.4)

onde: Pur, € a pureza Gtica do componente i (A ou B) em uma
das correntes de saida (extrato ou rafinado) (%), Rec € o grau de
recupera¢io do componente 7 em uma das correntes de saida (%), Pr,
é a produtividade do componente 7 (g/kg_,.dia), DC é o consumo de
dessorvente (L/g_), C, . € @ concentracao média do componente i em
uma das correntes de saida (g/L), Q_ € a vazdo volumétrica média em
uma das correntes de saida (mL/min), Q, ¢é a vazdo volumétrica média
na corrente de alimentacdo da mistura racémica (mL/min), C €a
concentragdo média do componente i na corrente de alimentagdo da
mistura racémica (gi/L), N_, € o numero de colunas cromatogréficas
na unidade de LMS (-), m_, é a massa de adsorvente em cada coluna
(kg ) € Q,éavazio volumétrica média de entrada de dessorvente (mL/
min). A concentragdo média foi definida como (Ridrigues et al, 2015):

E3m 0 0 0 6 6 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 000G LG E G000 G G0 L0 0 e 0000000000000 0000000000000 CEOLIOGIEOIEOCEOCEOCEOGIEOGIOIOIEEOCEOCEOETOIOIEOCEO



#4 Separacéo dos enantiomeros do praziquantel utilizando leito mdvel simulado em escala semi-preparativa

I R I R R I I N I R R T R S R R I R R R R R S R I R R I I R R R R R R R S R R R R N A A N )

~ _ rtawireh Ciout
Cf,nur - ft P dt
swte (4.5)
ondet .. (min)é o tempo de troca

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAD
431, Parmetros Calculados

A porosidade total de cada coluna j, o erro experimental e os
coeficientes de correlagio sio mostrados na Tabela 4.2. E importante
notar que a diferenga relativa entre a maior e a menor porosidade ¢
menor que 1%. Indicando, portanto, a homogeneidade deste parametro
entre as colunas utilizadas.

Tabela 4.2. Porosidade, erros calculados e coeficientes de determinacao
para cada coluna.

Coluna j () 6131,1(') R?(-)

1 0,7410 0,999

> o 0999

s ama 0999

4 e 0)745,5 . 0)0006 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 0,998 R
5 R 0)7446 RS T 0)999
6 oz 0999
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O coeficiente de Henry de cada soluto (A ou B) de cada coluna
J, 0s erros experimentais e coeficientes de determinag¢ao mostrados na
Tabela 4.3. Discussao semelhante feita para as porosidades sdo validas
sobre os coeficientes de Henry.

A porosidade média, constante de Henry médio para cada
enantiomero e a dispersdo ao redor da média de todas as colunas estao
disponiveis na Tabela 4.4.

E essencial destacar os erros apresentados nas Tabelas 4.2 e 4.3,
que representam os erros experimentais. Em contraste com os erros
da Tabela 4.4 que representam a dispersdo entre as médias das colunas
cromatograficas utilizadas na unidade de LMS.

Tabela 4.3. Constante de Henry, erros experimentais e coeficientes de
determinagdo para cada coluna.

Coluna j H, () 6H, () R0

1 9,38 10,999

2 9,11 10,999

3 19,28 10,999

4 19,55 L £0,04 10,997

5 19,38 10,999

6 9,30 0,999

j

Coluna j Hy,(-) SHBJ(-) Ry*()

1 5,05 0,999

2 4,91 10,999

3 5,01 0,999
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Coluna j Hy,(-) SHBJ(-) Ry,()
4 5,15 +0,02 0,995
5 5,04 10,999
6 5,01 0,999

Tabela 4.4. Calculo da porosidade e do coeficiente de Henry médios e o
desvio padréo entre as colunas.

1 0,742+0,003 1 9,33+0,15 1 5,03+0,08

Os coeficientes de transferéncia de massa de cada soluto (A ou B)
de cada coluna j, os erros experimentais e os coeficientes de determinagao
sao mostrados na Tabela 4.5. Este coeficiente leva em considerac¢io os
efeitos de transferéncia de massa dentro de cada coluna cromatografica.

Todos os pardmetros acima mais os coeficientes de dispersdo
axial foram importantes para interpretar os fendmenos envolvidos nos
experimentos com LMS.

Tabela 4.5. Coeficiente de transferéncia de massa efetivo, erros
experimentais e coeficientes de determinagao.

%Colunaj ke”)AJ Ske”)A)j (min) iRAz,j(-)
1 46 +4 0,995
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Coluna j Kerraj Ske“’A’j (min?)  RZ,(0)

5 47 14 0,997

) p . o8
Coluna j K op é\ke“)B’j (min?)  Ry,0)

) 78 12 0,996

, . e2 007
; s 2 097
4 75 +2 0,998

. o 2 097
; - e2 o8

4.3.2. Avaliacao dos Fenmenos de Transferncia

e Massa Dentro das Golunas Cromatograficas

A analise do nimero de Péclet (Pe) para cada coluna j utilizando
as Equagoes 4.6 € 4.7:

Pe.

app.i.jm

__ A jUm jn

_ “m.j.n'L

Dappijn

(4.6)

(4.7)

149
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O parametro A, (Tabela 4.6) ¢ um parametro experimental que
depende de cada enantiomero e de cada coluna cromatografica j. Outros
parametros como Cij tabém sao apresentados.

Tabela 4.6. Parametros Ai,j e Ci,j.

Colunaj

A

N N \ !
1 0,0072 0,0078 0,0060 0,0060

éé.ummu.u~ww~~';£6685 """ §(x0066 """" §(L0072H .;;6650 ,,,,,,,,,
éé.uu 00063 00080 00057 00061
4 0,0062 0,0081 0,0056 0,0061

éé.uH 00 o077 %(LOO66H 00059
éé.uH 00063 00080 00058 00060

Substituindo a Equagdo 4.6 na Equagdo 4.7, obtém-se a Equagdo
4.8 para o numero de Péclet, com valores apresentados na Tabela 4.7:

Pe. . =

i

(5]
(=l

(4.8)

Tabela 4.7. Numero de Péclet para as espécies A e B de cada coluna.

Coluna j Pe,, Pe,
1 2765 3335
2 2340 2777
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Colunaj PeAj Pij
3 3163 3535
%4 3223 3541
A R
T P ST

A analise do nimero de Pe para todas as colunas e enantidémeros
indica que a taxa de transporte advectivo é no minimo 2340 vezes maior
do que a taxa de transporte dispersivo. Esta magnitude significa que o
fendmeno de transporte advectivo pode ser negligenciado no interior
das colunas cromatograficas utilizadas na unidade de LMS e, portanto,
o transporte advectivo prevalece.

Um outro ndmero adimensional utilizado foi o numero de
unidades de transferéncia de massa para cada espécie i na coluna j.
Equagao 4.9:

— FejjijL

a.._
b usolid

(4.9)

Este nimero adimensional varia com a mudanca de tempo de
troca dos experimentos, ja que o tempo de troca esta relacionado a
velocidade de sélido. Todos os experimentos foram realizados com a
unidade operando no modo padrio (ie., todas as vélvulas operaram
com tempo de troca igual e constante durante todos os ciclos), portanto
no mesmo experimento, o a _ varia com o coeficiente de transferéncia de
massa para cada soluto (A ou B) para cada coluna j, k . ..A Tabela 4.8
mostra que para cada experimento o valor de a, , é 0 menor.
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Tabela 4.8. Numero adimensional de unidade de transferéncia de massa
para a enantiémero A na coluna 4.

‘Run 1 ‘Run 2 Run 3 ‘Run 4 ‘Run5
a 157 388 291 385 157

A4

Pela Tabela 4.8, pode ser observado que a transferéncia de
massa entre liquido e sélido é no minimo 157 vezes maior do que o
movimento convectivo no processo idealizado de LMV. Ao interpretar
para o LMS, quanto menor a duragdo do tempo de troca, menor a
influéncia da transferéncia de massa entre a fase solida e liquida. Em
outras palavras, o coeficiente de dispersao axial e a transferéncia de
massa entre a fase liquida e sélida podem ser negligenciadas dentro
da coluna. Portanto, a hipdotese de equilibrio nédo requer o balanco
de massa na fase sdlida, porque assim que a fase solida entra em
contato com a fase liquida, um processo adsortivo é imediatamente
estabelecido na interface solida-liquida e dentro da particula do
adsorvente, porque os efeitos de transferéncia de massa sdo rapidos
o suficiente para ndo serem a etapa limitante:

daij  Bdgij

de ar (4'10)

onde q_, ¢ a concentragdo do componente i na coluna j em equilibrio
com a fase solida (g/L).

Em um trabalho previamente desenvolvido em nosso laboratdrio,
a isoterma de Langmuir multicomponente foi selecionada como um
modelo adequado para a representacdo do equilibrio termodinamico
entre os enantidmeros de PZQ e a fase estaciondrio considerada
(Santos, 2016).
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433, Separacao de PZ0 utilizando o Processo de LMS
com a Chiralcel™ como Fase Estaciondria Quiral

Os principais resultados de cada experimento podem ser
visualizados na Tabela 4.9 e Figura 4.2, cujas informagdes adicionais dos
5 experimentos realizados, sao listadas.

* Run I: dentro da area de separagdo (area A) na Figura 4.2;

o Run 2: dentro da area de extrato puro e rafinado contaminado
(drea C) na Figura 4.2;

o Run 3: dentro da area de extrato contaminado e rafinado puro
(area B) na Figura 4.2;

e Run 4: préximo ao ponto de maxima produtividade no vértice
da drea de separagdo na Figura 4.2; e

 Run 5: dentro do triangulo de separac¢ao (drea A) na Figura 4.2,
esta corrida foi a de maior concentracio entre todas.

Figura 4.2. Teoria do equilibrio para a determinagio das édreas de
operagao nos experimentos Run 1, Run 2, Run 3, Run 4e Run 5.

Run 1 Run 2
e g ™ ¥ I
¢ o~
1] 2 4 1] a 10 12 o 2 4 & 8 10 12
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Run 3 Run 4
— - L, - —
- ;
o
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Run 5
10
e
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O primeiro experimento (Run I) foi proposto intencionalmente
na area de total separagdo/regeneracao (ver Figura 4.1). Neste cendrio
conservativo, a unidade de operagao de LMS ¢ robusta, o que significa,
a varia¢ao das constantes de equilibrio devido as variagdes bruscas
na temperatura (i.e., oscilagdo dos pardmetros termodinamicos),
concentragdo de alimentagdo, porosidade da coluna e as flutuagdes
nas vazdes entregues pelas bombas nao tém um papel importante na
separagdo, estas sdo perturbagdes ignoradas pelo teoria do equilibrio
(Gomes, 2009; Abel et al, 2005). Portanto, o cenario esperado seria o
de total separagdo dos enantidmeros no extrato e rafinado. Entretanto,
a pureza do D-PZQ (A) no extrato foi de 97% e a pureza do L-PZQ (B)
no rafinado foi de 100%. Apesar da alta pureza na corrente do extrato,
a completa separa¢do nao ocorreu principalmente devido ao nimero
de colunas por zona ser finito; a quinta consideracdo fundamental
imposta pela teoria do equilibrio (i.e., infinitas colunas por zona) nunca
podera ser satisfeita. As zonas 2 e 3 sdo as responsaveis pela separacdo
da mistura racémica do praziquantel (PZQ) que entra (QF) e ambas
possuem duas colunas cada. Esta é uma situacdo bem distante do
nimero infinito de colunas imposto pela teoria do equilibrio. A mesma
discussao é valida para as zonas 1 e 4, responsaveis pela regeneragdo da
fase solida e fase liquida, respectivamente, e cada coluna tem somente
uma coluna cromatografica.

Em compara¢do com a Run 1, o cenario proposto pelo segundo
experimento (Run 2) manteve constante as razdes entre vazdes nas
zonas 1, 2 e 4, mas houve um aumento na zona 3, que foi suficiente para
levar a operagdo para a regido de rafinado contaminado (Figura 4.1).
Os resultados esperados coincidem com as observagdes experimentais.
A pureza na corrente de extrato foi de 100% de D-PZQ e na corrente
de rafinado houve contamina¢ao com o D-PZQ. Como praticamente
nenhum L-PZQ foi detectado na corrente de extrato, seu grau de
recuperac¢ao no rafinado foi de 100%. Por outro lado, parte do D-PZQ
saiu no rafinado como contaminante, esta foi a razdo para observar a
queda na sua recuperagio e, consequentemente, em sua produtividade,
enquanto a produtividade do L-PZQ permanece a mesma da Run I.
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Tabela 4.9. Comparagao entre este trabalho, Ching et al. (2013) e Lim
etal. (1995).

Runl ‘Run2 :Run3 Run4 :Runb5 Ching* : Lim*

055 053 057 046
: : | +0,02

1 98,6+£0,2 98+1 98+l 90,1 859

100£0  68+2 1000  78+2 97,1402 937 975

i Rec, * i

94210 47+4 71+6  90+4 94 98

Regy
: £104+10 (10243 :100+3 9743  :103%5 90 84

e
A : : : : : : :
(2444 i 11x1 2742 (16£3  :107x4 115 ‘n.d.

. Pr#
B H H H H H H H
2743 2641 28,4405 2242 1254¢2 110 n.d.

DC# % | % %
£4,8+0,4 ©2,5+0,3 :2,8+0,1 :2,9+0,3 :1,06+0,02 : 0,29 0,35

#
switch

355 878 658 871 355 450 30,0

*erros experimentais nao disponiveis (n.d.). *A e B sao D-PZQ e L-PZQ,
respectivamente.

# C = [g/L]; Pur = Rec = [-]; Pr = [g/ kgdia], DC = [g;/L]; tawicer = [min]
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O terceiro experimento (Run 3) manteve constante a razdo entre
as vazOes na zona 1, 3 e 4, mas houve uma diminui¢do da razdo entre
vazdes na zona 2, que foi suficiente para que a unidade operasse na regidao
de extrato contaminado (ver Figura 4.1). Portanto, altas recuperagdes
de ambos enantiomeros ajudaram a manter a produtividade no mesmo
patamar da Run 1. O L-PZQ, 98,6%, contaminou pouco o extrato e a
pureza do L-PZQ no rafinado foi de 100%. Neste experimento a unidade
operou fora, porém, proximo da area de separacéo.

O quarto experimento (Run 4) tem a intengdo de fazer com que
a unidade de LMS opere perto do vértice do triangulo. Neste ponto, a
separagdo devera ocorrer, mas agora com o maximo de produtividade e
menor (mas ndo minimo) consumo de dessorvente. Este experimento
¢ um ponto de operacdo almejado, contudo as condi¢bes ndo foram
robustas suficiente para se operar neste ponto, pois a operagdo torna-se
muito sensivel as mudangas de temperatura (i.e., oscila¢ao dos parametros
termodinamicos), as flutua¢des nas vazoes das bombas de HPLC e ao
numero finito de colunas na unidade real do LMS. Como esperado, a
unidade correu fora da area de separa¢ao, culminando na contaminag¢ao
da corrente do rafinado. Este experimento evidencia a necessidade de uma
boa estratégia de controle com o intuito de mudar o ponto de operagao o
mais proximo possivel do vértice do triangulo. Os experimentos Run 1,
Run 2, Run 3 e Run 4 validaram a unidade de LMS construida.

O quinto experimento (Run 5) foi realizado objetivando a escala
semi-preparativa. Como consequéncia, a produtividade aumentou
e o consumo de dessorvente diminuiu, ambos significativamente.
Esta situagao evidencia a principal razdo em operar a unidade real de
LMS em altas concentragdes (i.e., regido nao-linear das isotermas).
Os cromatogramas tipicos de cada experimento estio apresentados na
Figura 4.3 e Figura 4.4.

Apesar das concentragdes de entrada de mistura racémica nos
trabalhos de Ching etal. (1993) e Lim etal. (1995) serem aproximadamente
10 vezes maior do que as do quinto experimento realizado neste trabalho
(Run 5), quase todos os parametros de desempenho ficaram muito
proximos ou foram até superiores aos da literatura (ver Tabela 4.9). Na
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Run 5 os parametros de desempenho relacionados a corrente de extrato
foram muito similares ou superiores aos dois trabalhos da literatura.; a
alta pureza do D-PZQ é o parametro de desempenho que se destaca.
Enquanto os outros pardmetros estdo muito proximos entre si. A corrente
do rafinado produz L-PZQ com pureza de 97,1%, 100% de recuperagao
e produtividade 14% maior do que a relatada pelo grupo de Ching et
al. (1993). Este é um cendrio interessante, uma vez que o composto de
principal interesse na separacdo é o L-PZQ por ser o principio ativo
contra doengas parasitrias. A compara¢ao da produtividade alcancada
com o trabalho do grupo de Lim et al (1995) nao pdde ser realizada, por
ndo estar disponivel no trabalho a quantidade de fase quiral estaciondria
disponivel. Estes resultados sao interessantes, porque uma boa produgéo
de correntes com enantiomeros puros pode ser produzida continuamente
pela unidade de LMS construida. O quinto experimento ndo superou o
parametro de desempenho conhecido como consumo de dessorvente; isto
aconteceu gragas a alta concentragao de mistura racémica em comparagao
com os trabalhos da literatura. Mas o consumo de dessorvente na Run
5 diminuiu 4,5 vezes em comparagdo com a corrida Run 1, gragas ao
aumento na corrente de alimentagdo de 1 para 4 g/L de racemato. E
importante enfatizar que a concentragio de alimentagao reportada na
literatura ¢, aproximadamente, 10 vezes superior ao que foi utilizado no
quinto experimento deste trabalho. A presenc¢a da zona 4 (i.e., reciclo de
dessorvente) diminui o consumo de dessorvente fresco, o que é altamente
desejavel almejando a escala preparativa.

€37 6 ¢ 0 0 0 0 0 06 0 0 0 0 0060600000600 0000600000000 0 0006000000000 000000000600000006000000000e0e0s0o00c0e0eo0s0so0so0ococsocsocsosoccscssocsocsocsosccoceoe



*
=

Separacdo dos enantifmeros do praziguantel utilizando leito mdvel simulado em escala semi-preparativa

Figura 4.3. Cromatogramas tipicos obtidos nos experimentos realizados

nas corridas Run 1, Run 2, Run 3 e Run 4.
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Uma outra caracteristica importante é a dindmica mais rapida
da unidade utilizada neste trabalho. Isso é consequéncia do uso da fase
estacionadria tris(3-cloro 4-metil fenil carbamato) celulose (Chiracel TM
OZ) como fase quiral estaciondria. Esta CSP permitiu uma melhora
na eficiéncia da separagdo gracas a melhor estabilidade mecanica em
comparagdo com a MCTA e a sua estrutura molecular, que possui
substituintes situados nos anéis aromaticos do grupo fenil (maiores
detalhes ver [55],[64]). Isto faz com que esta CSP ndo seja soluvel em
solventes polares (como o etanol), o que é desejavel, uma vez que o PZQ
possui alta solubilidade no etanol. Apesar disso, a porosidade intersticial
em cada coluna cromatografica foi muito alta, permitindo uma grande
area de contato entre as fases solida e liquida. Nossa unidade atingiu
o Estado Estacionario Ciclico (EEC) muito mais rapidamente, em
aproximadamente, 106 minutos no experimento Run 5, enquanto no
trabalho de Ching et al (1993) o EEC foi alcangado em 540 minutos
(=9 horas) e o trabalho de Lim et al (1995) ndo esta evidente o tempo
necessario para alcangar o EEC, mas com 30 minutos de tempo de troca,
8 colunas cromatograficas e MCTA como CSP provavelmente a unidade
de LMS atingiu o seu EEC em algumas horas (> 106 minutos).

Run I, Run 3 e Run 5 produziram alta pureza em ambas as
correntes, especialmente as corridas Run 1 e Run 3, que produziram
100% de pureza de L-PZQ no rafinado. A importéncia do L-PZQ néo
esta restrita somente a fabricagdo de medicamentos. Modifica¢des
na estrutura molecular tém sido alvo de estudos com o intuito de
produzir um principio ativo contra os parasitas mais resistentes e
contra os parasitas jovens.

Todas as corridas produziram na corrente de extrato alta pureza
de D-PZQ. Isto é desejavel para os estudos de racemizagdo, nos quais
racemato de PZQ é produzido a partir do D-PZQ puro. Isto permitira a
melhoria dos pardmetros de desempenho, uma vez que o D-PZQ que sai
no extrato podera retornar a corrente de alimenta¢do como racemato.
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44 CONCLUSOES

A unidade de LMS construida foi testada me diferentes condi¢des
e em sua maioria manteve a0 menos uma corrente com alto grau de
pureza. Na Run 1 e Run 3, o L-PZQ foi produzido na corrente de
rafinado com 100% de pureza. Na Run 2, a corrente de extrato produziu
100% de pureza para o D-PZQ. Quando a pureza foi alta, o grau de
recuperagao e produtividade também foram. O tempo necessario
para atingir o EEC também foi uma vantagem em comparagdo com as
separacoes de PZQ utilizando LMS encontradas na literatura. Muitos
pardmetros de desempenho passaram os da literatura, que utilizou 50
gL-1 de concentragao de racemato. A unidade de LMS construida pode
operar com melhor desempenho mesmo utilizando uma concentragao
de entrada de racemato 10 vezes menor. O projeto do LMS juntamente
com a fase estaciondria utilizada permitiu separar os enantiomeros mais
eficientemente. E importante ter em mente que nio somente o L-PZQ é
importante, mas também o D-PZQ para diferentes estudos cientificos.
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RESUNO

om o crescente avanco da biotecnologia,
sobretudo na drea farmacéutica, muitos
dos bioprocessos pretendem nao so6
ser eficientes e viaveis a escala laboratorial,
mas também terem o potencial de serem
escalonados garantindo a viabilidade
econdmica e técnica do processo. Desta forma
a analise técnico-econdmica tem sido alvo de
estudo em diversos bioprocessos de forma
a identificar os principais impedimentos
e fatores criticos, sobretudo nos processos
de purificagdo. Dessa forma, este capitulo
pretende elucidar os conceitos base deste tipo
de analise, bem como dar ao leitor ferramentas
para o aplicar em nivel pratico. Como uma das
etapas mais criticas do processo é a purificagio,
pretendemos também explorar uma das
mais recentes tecnologias de purificagao, a
cromatografia em contracorrente (CCC),
cuja elevada versatilidade e vantagens sobre a
cromatografia liquida convencional a tornam
uma excelente candidata para ser aplicada em
bioprocessos. A separagdo de biomoléculas
extraidas de biomassa, juntamente com modos
basicos de operagdo e métodos de elui¢do em
CCC, enfatizando a versatilidade das técnicas
no contexto de biorrefinaria, biotecnologia
farmacéutica e quimica analitica serdo
analisadas neste capitulo.

€D © ¢ 0 ¢ 0 0 0 0 0 ¢ 0 0 0 00 0 0 0 000000 G0 E GG 0G0 0 G000 000000000000 0000000000000 LGIOLIOCEOCEOCEOGIEOGIOEOIEOCEOCEOEOIOIEOCIEOEOCETOCETOCITE



#5 Anéilisg técnico-gcongmica 6 cromatografia em contracorrentg na purificaco de bioférmacos

€D ¢ ¢ 0 6 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 C LG E L0 E0L0 000000 0000000000000 0000000000000 LIOLEOCECEOCEOGIOIEOCEOCEOIEOIOIEOCEOEOIOIEOCEOCETOCIOILE

5. INTRODUGAD

As etapas de downstream (separagdo e purificacdo) apresentam
um grande numero de parametros de processo potencialmente criticos
que mostram as interagdes entre as operagdes unitdrias, cujas etapas
precisam ser bem avaliadas antes da ampliagdo de escala (Meitz et al,
2014). Além disso, as etapas de downstream representam cerca de 60-
80% do custo total de produ¢ao de produtos biofarmacéuticos e, por
isso, é crucial a opera¢ao em condi¢des otimizadas e, quando possivel,
a substituicao dos métodos tradicionais por técnicas alternativas mais
eficientes e economicas, diminuindo o ndmero de operagdes unitarias
(Buyel e Fischer, 2014; Tundisi et al, 2017).

Devido a importdncia da analise econdmica dos processos de
purificagao, nesta parte do capitulo trataremos de como compor e analisar
o0s processos de purificagdo. Apresentaremos um exemplo da literatura
sobre a aplicagdo dessa analise econdmica para a avaliacdo de diferentes
cendrios paraa purificagdo de uma mesma molécula terapéutica buscando-
se obter o menor custo de produgao por grama de produto (CoG/g).

A analise econdmica é uma parte importante do projeto completo
de um processo. Aqui vamos considerar o projeto como sendo um
trabalho conceitual que deve ser realizado antes da implantacdo, da
expansdo ou da redefini¢ao de um processo. Para tanto, duas etapas sdo
essenciais: a composic¢do e a analise. A composi¢do constitui a selegdo e
a disposi¢do de uma série de operagdes unitarias (etapas do processo)
capazes de produzir o produto desejado em qualidade e custos aceitaveis.
Ja a analise é a avaliacdo e comparacgdo de diferentes composicoes de
processos. Para esta analise, uma integracao de conhecimentos cientificos
e de engenharia sao necessarios em diferentes niveis de detalhes. Essa
etapa é essencial no desenvolvimento do produto para tornar o processo
viavel e aumentar as suas chances de comercializagéo.

No desenvolvimento do processo de purificagdo de uma molécula
de interesse, devemos analisar de uma forma integrada aspectos
ambientais, econdmicos e operacionais, reconhecendo que cada um desses
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aspectos interfere na viabilidade técnica-econémica do produto final.
Por exemplo, a geragao de residuos de determinada operagao unitdria
deve ser considerada desde o inicio do desenvolvimento, pois impactara
diretamente nos custos finais do processo. Desta forma, é importante um
profundo conhecimento das etapas do processo tecnolégico integrado a
analises ambientais e econdmicas para que este seja viavel.

Esta analise, assim como a ambiental, é importante ndo somente
durante a implantagdo, mas durante a selecdo de operagdes unitdrias
para cada etapa do downstream, obviamente de acordo com os
requerimentos e especificidades do produto que sera obtido.

Adicionalmente, neste capitulo serdo abordados conceitos e
aplicacoes da técnica de cromatografia em contracorrente (CCC) para
a purificagdo de biofirmacos. A CCC é uma técnica de separagao
essencialmente baseada nos principios da cromatografia liquida (CL),
que utiliza duas fases liquidas imisciveis (ou seja, a fase estaciondria
e a movel sdo fases liquidas de um sistema bifdsico em equilibrio
termodinadmico) sem nenhum suporte solido, sendo a fase estacionaria
retida numa coluna com auxilio da gravidade ou for¢a centrifuga
(Friesen et al,, 2015; Melorose et al,, 2015; Murayama et al., 1982).

Essa técnica de CL sem suporte surgiu dos equipamentos que
realizavam extragdes liquido-liquido de distribui¢ao em contracorrente
(do inglés CCD, também denominadas de "maquinas Craig") (Melorose
et al, 2015). A CCD é uma técnica de quimica analitica de separacao
de moléculas desenvolvida por Lyman C. Craig na década de 1940. Esta
forma mais simples de extragao liquido-liquido é baseada na parti¢ao de
uma mistura de compostos entre duas fases liquidas imisciveis em um
funil de separagdo, por meio de um processo de extragdo por solvente
em multiplos estagios. Embora seja uma técnica primitiva e trabalhosa,
Lyman Craig introduziu um método que possibilitou o isolamento
e a identificacdo de inimeras substincias, naturais e sintéticas, para
fins terapéuticos. A CCC foi inventada em 1966 por Yoichiro Ito, que
o nomeou em homenagem a técnica de CCD. O nome dessa técnica
analitica e o conveniente acronimo de CCC foram adotados em todo
o mundo para se referir as técnicas de CL sem suporte. No entanto, a
escolha desse nome suscitou algumas duvidas na comunidade cientifica,
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levando a um equivoco concebivel sobre o fluxo de contracorrente, que
ndo existe neste tipo de técnica de CL. Como técnica de cromatografia
liquida, a CCC usa muitos termos ja bem estabelecidos para as técnicas
cromatograficas (Berthod, 2007).

Assim, estecapitulodelivroobjetivaabordar questdesimportantes
para a analise técnico-econdmica de processos de purificagao, as
quais devem ser consideradas desde o inicio do desenvolvimento do
processo, uma vez que alteracdes tardias levam a perdas e aumento de
custos. E fornecera os fundamentos da técnica de CCC, descrevendo
os diferentes tipos de colunas capazes de manter uma fase liquida
estatica e uma fase liquida moével usando campos centrifugos.
Serdo apresentadas aplicacdes da analise técnico-economica e CCC
na separagdo de biomoléculas extraidas de biomassa, juntamente
com modos basicos de operacio e métodos de eluigdo em CCC,
enfatizando a versatilidade das técnicas no contexto de biorrefinaria,
da biotecnologia farmacéutica e da quimica analitica. Finalmente, as
tendéncias recentes de CCC serdo exploradas, permitindo ao leitor
entrar em contato com novas potencialidades da operacao do CCC.

5,2 ANALISE TECNICO ECONDMICA

Para que um processo seja aplicavel industrialmente, uma nova
tecnologia deve ser lucrativa e sustentavel, e, para essa avaliacio, a analise
técnico-econdmica é fundamental. Segundo Vazzoler (2017), a analise dos
custos compoe uma das partes mais importantes de qualquer projeto e indica
qual o tamanho do capital a ser investido para que o produto desejado seja
gerado na quantidade e qualidade esperada. Desta forma, a analise técnico-
econdmica permite prever se o processo em estudo é ou nao industrialmente
viavel, vantajoso e aplicavel, possibilitando a comparagio das diferentes
rotas e a selecdo de uma rota preferencial, sendo, portanto, um guia para
a escolha em relagdo a configuragdo do processo a ser desenvolvido. Nesse
sentido, resultados experimentais das etapas de purificagio podem servir
de base para os procedimentos de simulagdo para verificar as avaliagdes
econOmicas e ambientais (Mussatto et al,, 2015).
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A simulagdo do processo é uma ferramenta util que pode ser
utilizada para avaliar configuragdes alternativas e seus impactos
no processo como um todo, incluindo as etapas de purificagao.
Além disso, permite avaliar a viabilidade industrial das tecnologias
empregadas, pois esta permite a identificacdo de projetos com
maiores chances de sucesso, rentabilidade e aplicabilidade industrial,
para a selecdo de inovagdes que possam de fato, ser voltadas a
comercializacdo (Pinheiro et al, 2006).

A estimativa para o investimento de capital e o custo de fabrica¢ao
sao baseados nos resultados de balangos de materiais e energia e
dimensionamento de equipamentos. Para tal, o uso de ferramentas
computacionais como simuladores de processos e planilhas auxiliam
na obten¢do de dados mais rapidos e precisos. Alguns softwares
possuem uma ampla biblioteca de componentes, de propriedades e
de modelos de operagdes unitarias que suportam a modelagem, a
avaliacdo e a otimizagdo de processos integrados para diversos tipos
de industrias (Petrides, 2003).

A analise técnico-econdmica ¢é utilizada para avaliar a quantidade
de recursos (conjunto de equipamentos de processo, utilidades, mao
de obra, materiais, entre outros) que serdo necessarios para construir a
planta e produzir uma quantidade anual especifica de produto. Questdes
importantes como o capital total a ser investido, o custo estimado de
fabricacdo de um lote de produtos, o tempo para produzir um lote ou o
tempo otimizado entre a produgdo de dois lotes consecutivos também
precisam ser respondidas. A medida que o desenvolvimento do projeto
avanga, o mesmo ocorre com o nivel de detalhe do processo. Novas
questdes, como aumentar o rendimento final, melhorar a qualidade
do produto, aumentar a robustez e reduzir o impacto ambiental do
processo, e identificar gargalos de fabricagdo também devem ser
abordadas (Heinzle et al, 2007; Petrides et al,, 2014). Assim, o objetivo
é estabelecer um processo de produgio viavel e rentavel.
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0.2.| Etapas da Andlise Técnico-Econtmica

Para o desenvolvimento da andlise técnico-econdmica,
inicialmente devem ser definidas e levantadas informagdes basicas,
porém essenciais, do processo, que conduzirao ao desenvolvimento de
um primeiro modelo de fluxo de processo. Na Figura 5.1 mostramos
as informagdes essenciais que devem ser obtidas para a construgdo do
fluxograma que sera utilizado para a analise técnico-economica.

I.Quantidade de produto a ser fabricada anualmente (taxa de
produgao anual)

Deve-se considerar o tamanho do mercado atual para o produto
(em escala nacional ou global) e avaliar uma meta razoavel de
participagdo no mercado do produto que sera produzido (fragdo do
mercado). Esse calculo é essencial para a simulagao da produgao e para
a determinac¢do do tamanho e capacidade dos equipamentos que irdo
compor o processo. Em outras palavras, estabelece a escala do processo.

I1. Processos fundamentais capazes de gerar o produto desejado

Como ja relatado em outros capitulos deste livro, as principais
caracteristicas a serem consideradas para a escolha das etapas do
processo de purificagdo se baseiam nas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas do produto. Dentre elas podemos destacar: massa molecular;
carater hidrofébico/hidrofilico; afinidade por cations, anions, metais,
epitopos ou outros ligantes; estabilidade ao pH, temperatura e ions;
resisténcia ao cisalhamento; solubilidade em agua; e, capacidade de
cristalizacio. E baseado nessas caracteristicas que sdo determinados
os equipamentos, as condi¢des operacionais e as matérias-primas
necessarias para o processo de purificagao.

III. Propriedades e os requisitos de pureza do produto desejado

No desenvolvimento do design do processo,as propriedadesbasicas
e os requisitos de pureza do produto também sao fundamentais para a
selecdo do tipo e nimero de operagdes de recuperagio e purificagio.
Obviamente, dependendo da aplicagdo do produto, a exigéncia do grau
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de pureza varia. Por exemplo, se o produto é uma enzima de aplicagdo
industrial, como a amilase, utilizada para a sacarificagdo do amido, essa
possui menor exigéncia de pureza que uma enzima para fins terapéuticos,
como a L-asparaginase, biofdrmaco usado no tratamento de leucemia
linféide aguda. Neste caso, para purificagdo da L-asparaginase além
de um alto grau de pureza (acima de 95%), é essencial uma etapa de
remo¢ao de endotoxinas. Essas caracteristicas impactam no nimero de
etapas do processo de purificagdo e, consequentemente, no rendimento
final do processo, influenciando diretamente em aspectos econdmicos e
valor final do produto.

Figura 5.1. Informagbes essenciais que devem ser obtidas para o
estabelecimento da escala, operagdes unitarias e nimero de etapas do
processo, para a constru¢do do fluxograma que sera utilizado para a
analise técnico-econdmica.

Escala

I. Quantidade
de produto a
ser produzido

de elapas

IIl: Propriedades
& 0s requisitos
de pureza do

desejado

A definigdo das operagdes unitarias e da estrutura do processo
devem ser realizada com base em informagdes da literatura e testes
experimentais, sendo possivel assim, estimar as entradas, as saidas e
os rendimentos de cada etapa. E criado, desta forma, um diagrama de
fluxo de processo inicial (representacao grafica de todas as operagoes da
unidade, em ordem, conectadas pelos fluxos de materiais apropriados)
que pode entdo ser desenhado no simulador.
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Os simuladores de processo sdo ferramentas de software que
permitem ao usudrio representar e analisar prontamente processos
integrados. Eles estdo em uso nas industrias petroquimicas desde o
inicio dos anos 1960. Os simuladores estabelecidos para as industrias
petroquimicas incluem: Aspen Plus (da Aspen Technology, Inc.),
ChemCAD (da Chemstations, Inc.), HYSYS (da Hyprotech, Ltd./AEA
Engineering Software) e PRO/II (da Simulation Sciences, Inc.). Os
simuladores desenvolvidos de forma mais especifica para processos
bioquimicos surgiram em meados dos anos de 80. O BioProcess
Simulator (BPS) (da Aspen Technology, Inc.) foi a primeira ferramenta
desse tipo, seguido pelo BioPro Designer (da Intelligen, Inc). O SuperPro
Designer, uma extensido do BioPro, foi criado para abordar outras
industrias relacionadas (por exemplo, produtos farmacéuticos sintéticos,
agroquimicos, processos alimentares, etc.), bem como processos de
purificagdo de dgua e tratamento de residuos. Outras ferramentas de
simulagdo focado para bioprocessos, sao o Biotechnology Design
Simulator (BDS) (Life Sciences International, Philadelphia), o BATCHES
da Batch Process Technologies (West Lafayette, In), o BioSolve Process
(Biopharm Services Ltd), o Batch Plus (Aspen Technology Inc.), o
BDK (Hyprotech Ltda.), entre outros. Alguns desses simuladores lidam
com balangos de materiais e energia, dimensionamento e custeio de
equipamentos, avaliagdo economica, avaliacdo de impacto ambiental,
programagdo de processos e remogao de gargalos de lotes e processos
continuos (Petrides, 2003).

Tomando como exemplo o simulador SuperPro Designer,
para cada operag¢do unitaria de um processo, o simulador possui um
modelo matematico capaz de executar balangos de massa e energia.
O equipamento é dimensionado com bases nos balangos (Petrides
et al, 2014). O software também possui um extenso banco de dados
de propriedades termodindmicas e de custo. Se o usudrio fornecer os
componentes e os principais parametros de cada unidade de operagao
ao simulador, como composi¢do e quantidades médias, coeficientes
estequiométricos, parametros de centrifugagao, entre outros, o programa
podera executar balangos de massa e energia durante todo o processo,
para que as quantidades corretas de cada componente, em cada fluxo
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de processo, sejam conhecidas. Em particular, é possivel descobrir a
quantidade e a concentragio do produto no fluxo final. E importante
ressaltar que o tamanho de cada equipamento pode ser previamente
definido pelo usudrio ou calculado automaticamente pelo software a
partir das quantidades de matérias-primas e parametros de processo
introduzidos pelo usuario (Ferreira et al, 2020).

Através da constante troca de informagdes sobre o desempenho
do processo calculado in silico e os resultados experimentais, ocorre um
aprimoramento continuo e melhoria da simula¢do do processo. Assim,
de maneira rapida e dindmica, diferentes cenarios de processo podem
ser analisados e o impacto econdmico avaliado. Gargalos ou operagoes
criticas, em termos de impacto econdmico, podem ser identificados e novas
solugdes podem ser propostas. Os diferentes cendrios e configuragoes
do processo também podem ser analisados em termos de mitigagdo do
impacto ambiental causado pelo processo, o que também se refletira na
reducao de custos (Ferreira et al, 2018; Mussatto et al, 2015).

Detalhando-se as etapas e identificando as operagdes que
representam gargalos para o processo através de simulagdes, é
possivel a rapida reavaliacdo e otimizacdo do processo, por meio de
diferentes configuragdes e/ou condi¢des, que entdo podem ser testadas
experimentalmente e validadas. Sob esta perspectiva, é importante o
constante e estreito contato entre os envolvidos na modelagem, simulagao
e analise técnico-econdémica com aqueles que testam as condigdes
experimentais e avaliam a qualidade do produto, permitindo assim o
desenvolvimento de um processo economicamente viavel sob condi¢des
praticas de fabricagdo e atingindo o grau de pureza e estabilidade exigidos
para o produto final (Figura 5.2). Assim, a medida que o desenvolvimento
do projeto avan¢a, o mesmo ocorre com o nivel de detalhe do processo
(Ferreira et al.,, 2020). Novas questoes, como aumentar o rendimento
final, melhorar a qualidade do produto, aumentar a robustez e reduzir
o impacto ambiental do processo, e identificar gargalos de fabricagao
também devem ser abordadas especificamente (Heinzle et al, 2007).

Por fim é realizada a andlise econdmica e a validagdo dos
resultados. Para tanto, a partir da simulacdo é calculada a estimativa
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dos custos operacionais, custos de capital, lucros e outras informagdes
econOmicas relativas a um produto. Esses dados sdo essenciais para
elaborar um projeto. Nesta analise, o uso de um simulador de processo
também é extremamente util, pois o software pode relacionar dados
econdmicos, como custos de matérias-primas, equipamentos, mao-
de-obra, tratamento de residuos, etc., com todos os dados do processo,
como as quantidades de materiais e fluxos de residuos, tipo e tamanho
de cada equipamento, duragdo de cada operagao etc. Como ja relatado,
os simuladores de processo geralmente tém bancos e modelos de dados
econdmicos embutidos. Porém ¢é de grande importancia que o usudrio
verifique, conclua e atualize esses dados, fornecendo os pregos das
matérias-primas que nao estdo disponiveis no programa, introduzindo
taxas e impostos de mao-de-obra apropriados para o pais e a industria
em consideragdo, ajustando os precos a inflacdo etc. Um parametro
importante para avaliar economicamente um processo é o custo
unitario de produc¢ao do produto final, o qual é definido como o custo
operacional anual dividido pela taxa de produgdo anual. Como tal, ndo
inclui diretamente os custos de capital (Ferreira et al, 2020).

Figura 5.2. Aspectos importantes da interagio entre as andlises in silico
e resultados experimentais para o desenvolvimento de um projeto
economicamente viavel sob condi¢des praticas de fabricagao e qualidade
do produto final.

Andlise Resultados
In silico /__\ experimentais
Modelagem, Otimizacéo e ]
-simulagio e melhoria da i
andlise técnico- simulagéo dos

Desenvolvimento do projeto

economicamente vidvel sob condigdes
praticas de fabricacao
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Os resultados obtidos nas simulagdes também podem ser
utilizados para avaliar o impacto de cada etapa do processo no custo
total de produgdo do produto, por meio da distribui¢ao percentual de
custos (cost breakdown). Desta forma é possivel avaliar os elementos que
compdem o custo da do produto, possibilitando a otimizagdo do custo e
a selecdo do melhor processo. Os elementos e defini¢oes utilizadas para
a analise econOmica estdo descritos na proxima sessao.

Um resumo das etapas da analise técnico-econdmica discutidas
nesta se¢do esta apresentado na Figura 5.3.

Figura 5.3. Etapas envolvidas na andlise técnico-econdémica de
processos. *Alguns softwares ja possuem uma abrangente biblioteca
de componentes, propriedades e modelos de operagdes unitarias que
suportam a modelagem, avalia¢ao e otimizagao de processos integrados
para diversos tipos de industrias.

i Montagem do fluxegrama do
i?gzgsszd:fﬁetapasw ad; Definir a escala do processo
tan i I ionai rametos
operages unitarias pIocesco ‘m”mim:m}
Resolver balangos de Levantar uma biblioteca de Simulagio e estimativa do
massa e energia* dados e valores dos  —* custo por unidade de massa
materiais® de produto
|
!
Andlises econdmicas ” Validar os resultados
{andlise de custo efou rentabilidade) {escala piloto)

0.2.2 Andlise Econdmica: Elementos & Definicdes

Existem dois principais elementos de uma analise econdmica: a
analise de custos e a analise de rentabilidade. Os custos associados a um
processo sao divididos em dois tipos (Heinzle et al, 2007):

a) Custos de capital (CAPEX - capital expendure): estio
relacionados aos investimentos necessario para construgdo, incluindo
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a compra e instalagdio de equipamentos, bem como a inicializagdo e
validagdo da planta:

- Custos de capital direto (DFC): inclui os custos de compra e
instalacdo de todos os equipamentos empregados no processo,
como reatores, tanques de armazenamento, filtros, centrifugas e
colunas cromatograficas; toda a tubulagdo de processo e instalagao
elétrica; e o custo de edificios, engenharia e construgdo. O custo de
compra do equipamento ¢ bastante dificil de obter, uma vez que o
instrumento geralmente ¢ feito sob medida e os fabricantes do ndo
fornecem seus precos abertamente. No entanto, alguns simuladores
possuem modelos internos que estimam o custo do equipamento
com base em suas caracteristicas e tamanho (mas podem diferir
significativamente dos pregos reais). Os outros componentes do
custo do DFC podem ser estimados multiplicando os fatores
apropriados pelo custo de compra do equipamento.

- Capital de giro: corresponde ao dinheiro que a empresa precisa
para manter suas operagdes didrias. Também pode ser estimado
aplicando um multiplicador (fator de corre¢ao) ao custo do DFC.

- Custos de inicializa¢ao e validagado: o processo de inicializagdo de
uma nova planta ou processo de producao pode ser extremamente
complexo e critico, especialmente ao lidar com um proedimento
novo e intrincado. Consequentemente, esses custos podem
precisar ser levados em consideracdo. Eles também podem ser
estimados como uma porcentagem do custo do DFC.

- Custo inicial de P&D e royalties: compreende os custos de P&D
e, no caso de uso de uma patente de outra corporagio ou entidade,
os royalties devidos, antes do inicio da produgao.

b) Custo operacional (OPEX - operational expendure): estdo

relacionados aos custos continuos de produ¢ao, como matérias-primas,
mao-de-obra, servigos publicos, etc.

- Custos de matérias-primas: custos de todos os reagentes
quimicos utilizados no processo, incluindo solventes, solugoes
tampao e solugoes de limpeza.
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- Custo da mao-de-obra: compreende o custo de todo o pessoal
relacionado a fabricagdo, principalmente aos operadores de
equipamentos. Além disso, o tempo dedicado por cada operador
a cada peca deve ser levado em consideragdo. Geralmente, é
introduzida a taxa média de mao-de-obra (mais beneficios) de um
operador, a partir da qual o custo das posi¢oes gerenciais e outras
posicdes administrativas é calculado como uma porcentagem.
Vale ressaltar que as taxas de mado-de-obra podem variar
significativamente de pais para pais, e mesmo entre diferentes
regides de um unico pais.

- Custo de servigos publicos: envolve o custo de agua do processo,
eletricidade, agentes de refrigeracdao e aquecimento, como vapor e
aguaresfriada. Observe que o custo da agua pura para a prepara¢ao
de meios de cultura, tampdes cromatograficos etc. geralmente é
alocado no custo das matérias-primas.

- Custo do tratamento e descarte de residuos: envolve o custo do
tratamento e descarte de residuos aquosos e sélidos, incluindo
materiais perigosos, como solventes empregados em extragdes
liquidas e tampodes cromatograficos e materiais com risco
biolégico, como bolos de filtragao e centrifugagao. Geralmente,
a cada fluxo de residuos é atribuido um custo adequado de
tratamento e disposicdo por unidade de volume / massa, de
modo que o custo total do tratamento de residuos seja calculado
multiplicando o volume / massa total de cada fluxo de residuos
pelo custo correspondente de tratamento e disposi¢ao por unidade
de volume / massa.

- Custo de consumiveis: cobre o custo de materiais sujeitos a
incrustagdes ou danos ao longo do tempo e, portanto, devem
ser descartados e substituidos periodicamente. Exemplos tipicos
sao membranas de filtragdo, resinas cromatograficas e reatores
descartaveis. Para calcular esse custo, é necessario determinar o
custo unitario do consumivel e sua frequéncia de substituicao.
As resinas cromatograficas, em particular, geralmente, sdo muito
caras e podem ter um impacto significativo no custo de produgao.
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- Custo do laboratério e controle de qualidade: inclui todos os
custos associados a analise off-line das propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas do produto final, além da analise de
matérias-primas e amostras intermediarias. Em geral, esse
custo pode ser estimado como uma fragdo do custo da mao-
de-obra. Em industrias com rigorosos requisitos de qualidade e
regulamentag¢do, como a industria farmacéutica, esse custo pode
ser bastante significativo.

- Custo indireto da instalagdo: compreende o custo de depreciagao
e manutenc¢do de equipamentos, seguros, impostos locais e outras
despesas de fabrica ndo diretamente relacionadas a fabricagao,
como contabilidade, seguranga, lanchonete, dentre outros. Pode
ser estimado como uma porcentagem do custo de DFC.

- Diversos: abrange atividades de pesquisa e desenvolvimento,
validagao, marketing e vendas associadas ao bioproduto. Se o
processo empregar uma patente pertencente a outra empresa ou
entidade, os royalties que devem ser pagos também poderao ser
incluidos neste topico.

A analise economica da receita gerada pelo processo depende
principalmente do preco de venda do produto. Esse valor pode ser
introduzido no simulador de processos, que multiplica o prego de venda
pela quantidade de produto fabricado em um ano, o que se traduz na
receita anual do projeto. Ao relacionar os custos e as receitas, é possivel
avaliar o qudo viavel e atraente ¢ um bioprocesso. Alguns parametros
comuns usados para esse fim sio:

- Lucro bruto: é definido como a diferencga entre a receita anual e
o custo operacional anual.

- Margem Bruta: é definido como o lucro bruto dividido pela
receita anual; como tal, ¢ um nimero entre O e 1.

- Lucro liquido: ¢ igual ao lucro bruto menos imposto de renda; a
depreciagdo anual também pode ser adicionada ao lucro liquido.

- Retorno sobre o investimento (ROI): consiste no lucro liquido
dividido pelo custo total de capital.
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- Payback period: é o tempo necessario para que os custos totais de
capital sejam contrabalancados pelos lucros anuais acumulados,
ou seja, o ponto a partir do qual o investimento realmente comega
a "ganhar dinheiro". E definido como o custo total de capital
dividido pelo lucro liquido e apresentado em numero de anos.

- Valor presente liquido (VPL): é valor presente do fluxo de caixa
liquido do projeto em analise, descontado pelo custo médio
ponderado de capital.

- Taxa interna de retorno (IRR): taxa de desconto que deve ter um fluxo
de caixa para que seu VPL se iguale a zero. Ou seja, é a taxa “i” que se
iguala as entradas de caixa ao valor a ser investido em um projeto.

5.2.d Exemplos de Andlise Técnico-Econdmica das
Etapas de Recuperacdo e Purificacdo de Produtos

Como ja reportado, os processos de recuperagio e purificagdo sao
muito variaveis, dependendo do tipo do produto, suas propriedades e grau
de pureza necessarios. Porém ¢ importante destacar que cada operagdo
unitaria do processo de purificagdo exigirda que dados e suposicoes
exclusivos sejam modelados e simulados. Também ¢ importante ressaltar
que a viabilidade econémica do processo de purificagio depende da
concentracdo e dos tipos de impurezas que possui o material de partida.

Trazemos como exemplos um trabalho reportado na literatura
que avaliou técnico-economicamente processos de purificagio de
produtos farmacéuticos, no caso a uricase. Esse trabalho foi publicado
por Torres-Acosta et al. (2016), que avaliaram a utilizagdo de técnicas
cromatograficas (composta por etapas de interagdo hidrofébica DEAE-
Sepharose FF, troca anionica Phenyl-Sepharose FF e cromatografia de
exclusdo molecular HiloadTM26/60 Superdex 7) e extragdo em duas
fases aquosas (polietilenoglicol (PEG)/sulfato de amoénio (NH4)25S04)
com e sem reciclo de PEG (polietilenoglicol).

A uricase é uma enzima utilizada como biofarmaco no tratamento e
prevencio da gota, a qual ¢ uma doenga inflamatdria que acomete sobretudo
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asarticulagdes e ocorre quando a taxa de acido urico no sangue estd em niveis
acima do normal (hiperuricemia) (Nyborg et al, 2016). Como biofdrmaco,
a uricase tem sido produzida como um medicamento PEGuilado, e sua
purificagao ¢é realizada através de trés colunas cromatograficas sequenciais.
Mais recentemente, foi relatado uma plataforma de extragdo liquido-
liquido usando um sistema aquoso bifasico (ATPS) que poderia recuperar
a uricase com alto rendimento e pureza. Foram analisadas trés possiveis
rotas para a producdo de uricase, usando o software comercial BioSolve
Process (Biopharm Services Ltd). Por meio de modelagem das diferentes
configuragdes de estratégias de purificagdo relatadas para o uricase, os
autores variaram os parametros de entrada, obtidos através de pesquisas, de
modo a obter estimativas do custo de produgao por grama (CoG/g). Fatores
relacionados aos negdcios nao foram considerados.

Para comparar as técnicas, os autores comegaram pela construgao
do fluxograma do processo. Eles entdo construiram dois cendrios de
purificagdo: etapas cromatograficas e ATPS. Para efeito de comparagio,
foram utilizados fluxos visando os mesmos niveis de produgiao, mas
empregando as operagdes unitarias diferentes nos respectivos cenarios
(Figura 5.4). Os modelos utilizados para a simula¢ao no software foram
baseados em resultados experimentais publicados que descreveram a
purificagdo da uricase por cromatografia (Li et al, 2006) e por ATPS
(Chen et al, 2010). Embora o uso do ATPS possa diminuir o custo e
o tempo, esta plataforma de purificagdo também gera uma grande
quantidade de residuo. Por isso, a capacidade de reciclar os principais
componentes do ATPS também foi um cenario avaliado, baseado em
trabalhos experimentais anteriores (Rito-Palomares et al, 1994; Rito-
Palomares & Lyddiatt, 1996).

Os parametros que mais afetam o CoG/g foram determinados
através de analise de sensibilidade. A anélise de Monte Carlo foi realizada
para os cenarios de cromatografia, ATPS e ATPS incorporando uma
etapa de reciclagem (extragdo reversa), para simular o comportamento
real da fabricacdo. Essas simulagdes foram realizadas para entender
o quanto a distribuicdo de CoG/g se comporta quando a incerteza

nos valores dos parametros do processo é considerada. Assim,
pode-se analisar o impacto da alteragdo do método de purificagio e,
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posteriormente, a adigdo de uma operagdo de unidade para reciclagem
de PEG na economia geral do processo. Os autores observaram que o
ATPS é muito mais barato que as técnicas cromatogréficas. Contudo,
existe uma area em que o custo de produ¢ao dos dois bioprocessos
se sobrepoe, utilizando o modelo acima descrito, quando o processo
de cromatografia é operado nos 23% superiores de todos os valores
possiveis obtidos sob a fungdo probabilistica, enquanto o ATPS precisa
operar em os 52% inferiores (tendo em conta o valor 6timo). Além
disso, verificou-se que a reciclagem ndo afetou o custo de produgao.
Essa op¢ao diminuiu a quantidade de materiais necessarios, mas o
CoG/g nao diminuiu significativamente devido ao aumento dos custos
operacionais da unidade, que refletem os altos volumes de material que
precisam ser processados nessa op¢ao de processo. Eles demonstraram na
modelagem que quando a concentragio e o rendimento do processo de
downstream aumentam, o CoG/g diminui, o que destaca a importancia
da otimizagdo das etapas de purificagdo para o valor final do produto.

Figura 5.4. Bioprocessos projetados para a produgdo de uricase.
Processo cromatografico convencional - processo usando ATPS. Fonte:
Torres-Acosta et al, 2016 (adaptado).
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Nesse estudo fica explicitado como a modelagem econdémica
¢ uma ferramenta poderosa que permite a comparagdo de possiveis
resultados e encontrar dreas onde mais pesquisas ou otimizagdes podem
ser necessarias sem o recurso a extensos experimentos e tempo.

0.3 CROMATOGRAFIA EM CONTRACORRENTE

A cromatografia em contracorrente (CCC) é uma técnica de
cromatografia de parti¢do liquido-liquido. O processo de partigao ocorre
em uma coluna, um tubo oco ou uma série de cdmaras ligadas com
microcanais, onde uma fase (a movel) flui continuamente pela outra (fase
estaciondria), que é permanentemente retida na coluna com o auxilio de
uma forga gravitacional ou centrifuga e configuragio especifica da coluna.
Pelo motivo de nenhum suporte sélido ser usado, a CCC pode dispensar
muitos dos inconvenientes resultantes do uso de um suporte sélido de
técnicas convencionais de CL, como: perda de amostra por adsor¢ao
com a coluna, “tailing” de picos de soluto, contaminagdo com compostos
retidos no suporte sélido (fase estacionaria), baixa capacidade da coluna,
dificuldade de escalonamento, prazo de validade curto e alto preco das
colunas. Além disso, a CCC é uma técnica muito mais versatil, pois as
duas fases liquidas podem ser mdveis e a fase mdvel pode até ser alterada
durante uma operagio de purificagdo se os componentes injetados forem
retidos por muito tempo na coluna. Na CCC, também ¢é possivel prever o
volume de retengao dos analitos, aumentando a simplicidade do uso deste
equipamento com a utilizagdo reduzida de solventes e um baixo custo
operacional. Um baixo consumo de solvente em comparagdo as técnicas
de CL, torna a técnica de CCC mais sustentavel.

A maior desvantagem desta técnica cromatografica liquido-
liquido ¢é, no entanto, a necessidade de otimizagdo das condi¢des de
separagao para cada nova amostra. As caracteristicas distintivas da
CCC sao descritas na Tabela 5.1 por meio de uma comparagdo em
termos de vantagens e desvantagens com a CL. Com relagdo a analise
de amostras, a CCC permite o acoplamento com muitos instrumentos
analiticos (exemplos: espectroscopia UV/Vis; cromatografia liquida de
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alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo e espectrometria de
massa), estabelecendo assim sistemas de deteccao on-line das amostras.
A infinidade de potencialidades desta técnica cromatografica liquido-
liquido levou ao interesse da comunidade académica e da industria na
purificagdo de um grande nimero de compostos bioativos, incluindo
produtos farmacéuticos, proteinas/peptideos, enantidomeros, alcaloides,
flavonoides e fendis (Jeon e Kim, 2013; Li et al, 2009; Liu et al,, 2009;
Michel et al,, 2014; Santos et al., 2018).

Tabela 5.1. Comparagao da técnica de CCC com a cromatografia liquida
(CL) com suporte sdlido, em termos de vantagens e desvantagens.

Cromatografia em Contracorrente (CCC)

Vantagens em comparag¢ao com CL

- Desvantagens em comparagdo com CL :
- com suporte sélido :

: com suporte sélido

: Econdmica - ndo ha necessidade de
comprar colunas preparativas novas
i e caras, sao utilizados solventes mais

. baratos (na maioria dos casos, o “grau
analitico” é adequado para um bom

. desempenho de separa¢do). Menor
custo operacional, pois permite a
injecdo direta do extrato bruto sem a

- necessidade de pré-tratamento.

- Nio ha perdas significativas - sem
- adsorgio irreversivel ou perda de

- amostra: valores de recuperagio na
 ordem de =100% séo obtidos.

Eficiente - elevados niveis de
 purificagio sio atingidos, chegando a
£99,9%.

 Versatil - adaptada a todos os tipos de

- amostras de origem natural ou sintética
- / bem adaptados a uma ampla gama de

: polaridades de solutos e solventes.

: Pouco descrita na literatura - a técnica
: ainda ndo é amplamente conhecida
: como outras técnicas cromatograficas.

. Processo demorado para otimizar - é
 necessério fazer uma triagem adequada
. de varios sistemas de solventes em

. sistemas de extragao liquido-liquido

- antes de aplicar na CCC.

. Problemas de resolugio - a CCC

 exibe uma resolugio cromatogréfica
mais baixa em comparagdo com alguns
. cromatdgrafos semipreparativos :
 (exemplos: HPLC ou FPLC).
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Cromatografia em Contracorrente (CCC)

| Vantagens em comparagio com CL Desvantagens em comparag¢io com CL
: com suporte solido com suporte solido

. Maior capacidade de amostra —

permite a inje¢do de amostras muito
: concentradas com baixo risco de .
sobrecarga da fase estaciondria (liquida).

. Facil escalonamento - a separacio

. / purificagdo pode ser adaptada ao

: processamento de amostras que variam
- de mg a vrios kg.

O volume de trabalho de uma coluna de CCC (VC) consiste na
soma dos volumes de fase movel (VM) com a fase estaciondria (VS),
como se pode ver na Equagéo 5.1:

Ve =Vy + V5 (5 1)

O mecanismo de particdo do soluto em CCC é baseado no
coeficiente de particdo de um determinado soluto (KD) num sistema
bifasico liquido-liquido usado na separacdo de compostos, sendo
0 Unico parametro ndo volumétrico usado na equacao de volume de
retencao (VR) (Equagdo 5.2):

Vg = Vi + EplVe (5.2)

Como ja mencionado na Tabela 1, o escalonamento na CCC ¢
direto. Por meio da Equagdo 2, o volume de retengdo da amostra pode
ser calculado com confiabilidade, caso os pardmetros de volume da
coluna, volume da fase mdvel e estacionaria e coeficiente de parti¢ao do
soluto sejam conhecidos. A maioria das equagdes classicas usadas CL sdo
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aplicaveis na CCC, como o fator de retengdo (k), fator de separacdo (a),
resolucdo de pico (RS) e numero de pratos tedricos (N). Combinando
as equagodes, pode-se estabelecer que a equagdo de resolugdo de pico no
CCC é pode ser representada pela Equagao 5.3.

R — YN _ (Kp:-Kpi)
5 4 [F_M_I_lKDL"'KﬂE}]

Vg ]
(5.3)

Um dos parametros mais importantes a ser calculado na CCC é a
taxa de reten¢do de volume da fase estaciondria ou a razio em volume
de fase estacionaria (SF). Este parametro é definido como a razao entre
o volume da fase estacionaria liquida e o volume da coluna, conforme
representado na Equagéo 5.4:

SF _ —
v
¢ (5.4)

Assim sendo, SF expressa a razdo volumétrica da coluna de
CCC que esta ocupada com fase estacionaria e devera ser expressa em
porcentagem (%). Como parametro adimensional, o SF é usado para
avaliar a capacidade de reten¢do da fase estacionaria de diferentes
equipamentos e solventes de CCC usados como fases movel e
estacionaria. Existe uma clara correlagdo entre a resolugao de pico e o
valor SE, como pode ser visto na Equagado 5.5:

(Kpa—Kp,)
o)

VIV
RS‘ == SF T

(5.5)
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Portanto, um baixo valor de SF reflete em uma pequena quantidade
de fase estaciondria retida na coluna CCC, resultando em uma menor
resolu¢do do pico cromatografico, sendo um sinal de desempenho
de uma purificagdo ineficaz. Por outro lado, quanto maior SF, maior
a resolugdo de um pico cromatografico, como pode ser observado
na Equag¢do 5.5 e Figura 5.5. O volume de fase estacionaria deve ser
maximizado para aumentar a resolugao do pico.

Figura 5.5. Comparagdo dos cromatogramas obtidos com a mesma
coluna de CCC hidrodindmica e sistema liquido bifésico, aplicando
uma amostra com 10 compostos. O volume de fase estacionaria retida
diminui de 108 mL (SF = 90%) para 36 mL (SF = 30%), sendo que o
volume da coluna (VC =120 mL). Fonte: Oliveros et al, 2002 (adaptado).
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Dos intimeros projetos de colunas usados para reter uma fase
estacionaria liquida, apenas dois foram desenvolvidos comercialmente
pelo seu grande potencial e usabilidade, sendo as configuragoes
hidrostatica e hidrodinamica (Figura 5.6).
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- Coluna CCC hidrostatica ou CPC: Os estagios iniciais das
colunas hidrostaticas de CCC eram conhecidos como cromatografia
em contracorrente de goticula (DCCC), que usavam exclusivamente
a gravidade para manter a fase estacionaria liquida, levando a tempos
de eluicdo extremamente longos (dias). Esse tipo de coluna ndo ¢
mais usado e foi substituido por modernas colunas CCC hidrostaticas
comercializadas sob o nome de cromatografia de parti¢ao centrifuga
(CPC). Suas principais caracteristicas sdo: (i) o eixo de rota¢ao unico
gerando um campo centrifugo constante; e, (ii) volumes geométricos
fechados, tubos, microcanais e/ou camaras que se repetem através da
conexao de tubos, formando um padrao. Esse projeto (desenho) reduz
o tempo de contato para troca de solutos com a fase estacionaria e cria
uma pequena pressao hidrostdtica. As centrifugas hidrostaticas contém
duas vedagoes rotativas e esse tipo de equipamento é moderadamente
silencioso para operar (produzindo mais ruido quando a forga centrifuga
é aplicada) (Marchal et al, 2003).

-Coluna hidrodindmica de CCC ou HSCCC: As centrifugas
hidrodindmicas usadas nas colunas da CCC tém dois eixos de rotacao,
diferente das colunas da CCC hidrostatica e tém fungdes diferenciais. O
eixo principal é designado de eixo rota¢ao e o planetario corresponde ao
eixo de revolugao, o qual gera um campo de forga centrifugo variavel. O
numero de eixos planetarios pode ser variavel, porém os mais comuns
sao eixos simples, duplos e triplos. Cada eixo planetario possui uma
bobina ou carretel montado que contém as bobinas dos tubos de Teflon
enrolados continuamente. Para colunas hidrodinamicas, existem alguns
parametros importantes a serem observados, como a razao (razdo beta,
Pr) do raio da bobina (r) sobre o raio do rotor (R). A tubulagao pode ser
conectada do lado de fora da centrifuga, enrolada em volta das bobinas
e passada para o exterior novamente sem vedagdes rotativas, sendo
equivalente auma coluna continua fina elonga. O campo de forga variavel
produz zonas de mistura e sedimentacao em todo o comprimento da
coluna em espiral, sem aumento significativo da pressdo. As colunas
hidrodinamicas sdo mais ruidosas devido ao conjunto de engrenagens,
que pode ser reduzido nos equipamentos mais modernos. Essas colunas
sdo chamadas de CCC de alta velocidade (HSCCC) (Berthod, 2007).
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Figura 5.6. Colunas usadas em Cromatografia em Contracorrente: (A)
colunas hidrostaticas de CPC e (B) colunas hidrodindmicas de HSCCC,
representa¢ao das colunas e dois exemplos existentes no mercado. Fonte:
Berthod, 2007 (adaptado).
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A Tabela 5.2 compara os recursos desses dois tipos de colunas de
CCC. Convém destacar que ndo ha um tipo de coluna superior, pois
depende da matriz da amostra e do sistema liquido-liquido a ser aplicado.

O método de eluigdo classico consiste na formulagdo e equilibrio
de um sistema bifésico seguido pela separagdo das fases correspondentes
as fases estacionaria e movel. A coluna é entdo preenchida com a fase
estacionaria, posteriormente equilibrada com a rotacéo, e a fase mével
¢ bombeada. Com o sistema equilibrado, a amostra é introduzida e a
eluicao continua até que todos os analitos de interesse tenham sido
eluidos (Friesen et al,, 2015). No entanto, os analitos altamente retidos
levam muito tempo para serem eluidos, o que requer um grande
volume de solvente e os analitos eluidos mais rapidamente nao sdo bem
resolvidos (Friesen et al., 2015). Portanto, varios métodos alternativos
de elui¢do foram desenvolvidos para superar os problemas associados
aos analitos altamente retidos. A Tabela 5.3 resume os métodos
alternativos de eluicdo que estdo sendo desenvolvidos, como elui¢do-
extrusdo, “back-extraction” ou modo duplo. Esses métodos sé sdo
possiveis por causa da natureza liquida das duas fases cromatograficas
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liquidas, possibilitando a introdugdo da fase "estacionaria" como parte
do protocolo cromatografico (Berthod et al, 2003).

Tabela 5.2. Comparagio de varios tipos de colunas usadas no regime de

purificagao por cromatografia em contracorrente (CCC).

Cromatografia ' Regime - Vantagens - Desvantagens
. Partigdo centrifuga Hidrostatico - Versatilidade - Problemas
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cada 100 horas
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demorado

- Menos eficiente
(menor ndmero de

 Alta velocidade ' Hidrodin4mico

: (HSCCCQC)

- Maior eficiéncia
e resolugdo
i na separacao

de diversas

: biomoléculas

- Tempos

| operacionais mais
i curtos

- Técnica de

¢ escalonavel

P Enéfenagefﬁ
- barulhenta

- Conexio do tubo

iacadal100h

i - Problemas com

estaciondria (Sf)
! e viscosidade das

deve ser trocado

(manutencéo)

retengio de fase

fases

CED © © © ¢ ¢ © 0 0 0 0 0000000000000 0000000000000 0000000000000 000000 0000000000 000000000000000000000e000000e0600000cc0o0



#5 Andilisg técnico-econgmica e cromatografia em contracorrentg na purificacdo de bioférmacos

€ED ¢ © © © 6 ¢ 0 0 0 0 0 00 0600000600000 00060000000 00600 0006000000000 0600060000000000000000e0o0000eo0so0c600c0so0so0ocococsocsococcsosocsocococoeece

~>

54 METODOS DE ELUIGKD EM CROMATOGRAFIA EM CONTRACORRENTE

O método de eluigdo classico consiste na formulagao e equilibrio
de um sistema bifasico seguido pela separacgao das fases correspondentes
as fases estaciondria e movel. A coluna é entdo preenchida com a fase
estacionaria, posteriormente equilibrada com a rotagéo, e a fase modvel
¢ bombeada. Com o sistema equilibrado, a amostra ¢ introduzida e a
eluicao continua até que todos os analitos de interesse tenham sido
eluidos (Friesen et al, 2015). No entanto, os analitos altamente retidos
levam muito tempo para serem eluidos, o que requer um grande
volume de solvente e os analitos eluidos mais rapidamente nao sdo bem
resolvidos (Friesen et al, 2015). Portanto, varios métodos alternativos
de eluicao foram desenvolvidos para superar os problemas associados
aos analitos altamente retidos. A Tabela 5.3 resume os métodos
alternativos de eluicao que estdo sendo desenvolvidos, como elui¢do-
extrusdo, “back-extraction” ou modo duplo. Esses métodos sé sao
possiveis por causa da natureza liquida das duas fases cromatograficas
liquidas, possibilitando a introdugdo da fase "estacionaria” como parte
do protocolo cromatografico (Berthod et al, 203).

Tabela 5.3. Resumo dos métodos de elui¢ao por cromatografia em
contracorrente (Friesen et al., 2015).

Métodode  Mudangade : Mudancade : Mudancade @ Observagdes
eluicdo ‘ fase ‘dire¢iodo  : direcdo de :
fluxo rotagao
. Classico - - - Os analitos
: altamente
retidos
permanecem
na fase :
: estaciondria
. Eluicdo- Uma - - Os analitos
" extrusdo eluem na
: ordem de
valores K .
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5.5 APLICACOES DE CCC NA PURIFICAGAD DE
PRODUTOS FARMACEUTICOS E BIOMOLEGULAS

Sendo um sistema de cromatografia liquido-liquido, o CCC pode
selecionar dentre uma gama quase infinita de possiveis sistemas de
solventes bifasicos para uma dada purificagdo. De fato, existem muitos
artigos cientificos a respeito da separagdo de compostos naturais de
biomassas complexas usando CCC (Friesen et al, 2015; Lu et al, 2009;
Wanasundara e Fedec, 2002). No entanto, para obter os resultados
esperados, os pardmetros de andlise apropriados devem ser escolhidos,
como o tipo das misturas bifésicas, vazao da fase movel e velocidade
de rotagdo do rotor (Melorose et al, 2015). Além disso, os compostos
presentes na matriz bioldgica ou sintética devem ser soltveis nas fases
movel e estaciondria. O solvente mais eficiente é uma combinagio desse
tipo, no qual os coeficientes de particao (KD, razdo da concentragdo de
soluto na fase estacionaria e da fase movel) de um composto escolhido
variam entre 0,4 e 2,5 - "ponto ideal" (Berthod et al, 2003). Um menor
valor KD resulta em perda de resolugdo de pico, enquanto um valor
maior leva a uma alta dilui¢do dos compostos eluidos (Conway, 1991).
Assim, é desejavel selecionar o sistema de solvente bifasico para que os
coeficientes de particdo dos compostos-alvo estejam no ponto ideal, a
fim de obter alta produtividade e resolugdo suficiente (Berthod, 2003).
Geralmente, diferencas entre os valores de KD dos analitos a separar de
0,2 sao adequadas para a resolucao de picos. Além disso, a regra geral da
condi¢ao de particionamento ¢é ajustar a polaridade do solvente do sistema
adequadamente a polaridade dos compostos-alvo (Melorose, 2015).

Os solventes sdo escolhidos também considerando outros
pardmetros, como a diferenca de densidade entre as duas fases liquidas,
a viscosidade do liquido ou a tensdo interfacial (Berthod, 2007).
Para determinar os solventes apropriados, é necessario o método de
cromatografia em camada fina (TLC) e isso pode ser feito correndo
a amostra em uma placa de silica com diferentes solventes (Hawker,
2009). Os solventes que apresentam fator de retencao na faixa de 0,4
a 0,6 sdo os mais adequados para a analise de CPC (Li et al, 2011).



PROCESSOS DE SEPARAGAD E PURIFICAGAD DE PRODUTOS FARMAGEUTICOS

Além da selegdo apropriada de solventes, também é importante definir
a vazao correta e a velocidade de rotagdo do rotor. A reducio da vazao
melhora a resolu¢ao do pico e aumenta o nimero de pratos teéricos. A
velocidade do rotor minima necessaria para um SF adequado, permite
uma resolu¢ao satisfatoria. Além disso, o desempenho da separagdo
depende fortemente do volume da fase estacionaria que pode ser
mantido dentro da coluna (Lu et al, 2008). Um maior volume de fase
estacionaria leva a uma maior resolu¢ao de separagdo. Devido a baixa
tensdo interfacial e a natureza bastante viscosa dos sistemas aquosos
bifasicos em comparagdo com os solventes organicos, tem sido um
desafio obter alta retencdo de fase estacionaria a taxas de fluxo razoaveis
nas colunas convencionais de CCC e CPC.

Asaplicagoes em CCC para o fracionamento e purificagdo de diversos
produtos farmacéuticos e biomoléculas tém sido bastante amplas. Um dos
principais produtos purificado em CCC sao produtos naturais provindos
de plantas e biomassa, sendo principalmente utilizado sistemas com fases
organicas (Destandau et al 2015; Kim et al, 2011; Friesen et al. 2015). As
aplicagdes na purificagdo de compostos quirais por CCC é também outro
importante alvo de estudo (Foucault, 2001). As purificagdes mais relatadas
na literatura estdo concentradas na utilizagdo de compostos de polaridade
intermediaria. No entanto, o HSCCC e o CPC, podem ser particularmente
uteis para purificagdes na faixa de extremidade polar e apolar (Bojczuk et al,
2017). A separagao de diversas biomoléculas como proteinas e biofarmacos
proteicos (Santos et al, 2019) pode ser também efetuada com sucesso em
CCC usando sistemas aquosos bifasicos, neste caso usando sobretudo
a técnica de CPC. Mostraremos um exemplo de purificagdo em CPC de
biofarmacos PEGuilados, mais especificamente citocromo-c PEGuilado,
para esse fim foi feito inicialmente uma triagem de diferentes sistemas
aquosos bifasicos compostos por polietileno glicol (PEG) e tampao fosfato de
potassio (pH =7), onde se variou a massa molecular do PEG (PEG 600, PEG
1000, PEG 1500, PEG 2000 e PEG 4000) de forma a entender qual o melhor
sistema a aplicar em CPC (Santos et al, 2019). Os sistemas com baixa massa
molecular nao se mostraram eficientes em CPC, dado que a densidade das
fases aquosas de topo e fundo é similar, desta forma o SF mostrou ser muito
baixo, o que ndo ¢ desejavel para obter purificagdes com alta resolucdo. Ja
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o PEG com massa molecular acima de 2000 ndo se mostrou eficiente, pois
a fase polimérica é muita densa e houve impedimento de ser aplicada em
CPC por problemas de pressao (limitagdo do equipamento). Foram obtidas
recuperagdes do produto PEGuilado entre 88-100% e purezas de 100%,
evidenciando a elevada capacidade de resolucéo e purifica¢do de produtos
farmacéuticos utilizando esta plataforma de downstream.

5.6 CONCLUSOES

Neste capitulo foram abordados os conceitos basicos para a realizacao
da analise técnico-econdmica de um determinado bioprocesso de forma a
garantir ao leitor as ferramentas-chave para prever a viabilidade e emprego
em escalonamento do mesmo. Diversos softwares sio sugeridos, bem
como o procedimento in silico para a determinagdo deste tipo de andlises,
culminando na identificagao dos principais gargalos ou operagdes criticas
e permitindo melhorar e otimizar o processo em questao. Um exemplo de
um processo real para o caso de purificagdo da uricase por duas técnicas
de purificagdo distintas: cromatografia e sistemas aquosos bifasicos foi
explorado de formaa sistematizar os conceitos deste topico numaabordagem
pratica. A cromatografia em contracorrente (CCC) é uma das técnicas de
purificagdo mais inovadoras e com um crescente interesse na industria
farmacéutica e nutracéutica, a potencialidade desta tecnologia no contexto
de purificagdo de farmacos e bioprodutos foi abordada neste capitulo. Os
dois tipos principais de colunas e plataformas em CCC, especificamente
cromatografia de partigao centrifuga (CPC) e CCC de alta velocidade
(HSCCC), aliado aos diferentes tipos de operagdo desta técnica permitem
uma elevada versatilidade e eficiéncia de fraccionamento de biomoléculas de
misturas complexas. Para além disso, devido a caracteristica do CCC sendo
uma cromatografia liquido-liquido sem suporte sdlido, a percentagem
de perdas ¢ minima, sendo obtidos rendimentos préximo do 100%, esta
¢ uma das principais vantagens face a cromatografia liquida com suporte
sélido, exemplo HPLC. Um exemplo de purificagio em CCC foi dado neste
capitulo evidenciando a aplicagao desta técnica no ramo da biotecnologia,
neste caso na purificagdo de biofarmacos PEGuilados.
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LEITURA COMPLEMENTAR =

Para o leitor interessado numa revisao dos conceitos basicos sobre
analise técnico-econdmica de bioprocessos, para a correta compreensao
dos principios que fundamentam os procedimentos, sugere-se a leitura
das seguintes publicagdes:

Vi

EI

Harrison, R.G., Todd, PW., Rudge, S.R., Petrides, D. Bioprocess Design
and Economics, In: Bioseparations science and engineering, Oxford
University Press, Oxford, New York, 2015.

Heinzle, E., Biwer, A.P,, Cooney, C.L. Development of sustainable
bioprocesses: Modeling and Assessment. John Wiley & Sons, New
York, 2006.

Ja aqueles também interessado nos conceitos de cromatografia
contracorrente podem encontrar mais informagoes relacionados ao seu
uso na referéncia abaixo apresentada

Berthod, A. Countercurrent chromatography and the journal of liquid
chromatography: A love story. Journal of Liquid Chromatography and
Related Technologies. 30: 1447-1463, 2007.
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RESUNO

ste capitulo ird explorar o

desenvolvimento de processos de

producdo de biofairmacos de acordo
com a filosofia Quality by Design (QbD
ou “Qualidade por Projeto”). Inicialmente,
serdo explorados o contexto comercial e o
cenario regulatdrio que levaram as principais
agéncias reguladoras internacionais a
promoverem QbD como estratégia de
desenvolvimento de processos de produgio
de medicamentos. Em seguida, o passo-a-
passo do desenvolvimento de processos de
acordo com QbD sera explicado com foco em
substdncias farmacolégicas ativas de origem
biotecnoldgica (biofarmacos), incluindo o
conceito de Espago de Projeto (Design Space),
Tecnologia Analitica de Processos (Process
Analytical Technology, ou PAT), assim como
planos de gerenciamento do ciclo de vida de
produtos farmacéuticos. Por fim, neste capitulo
sera também abordado como estes conceitos
se aplicam no contexto regulatdrio brasileiro
na esperanca de que mais ferramentas de QbD
venham a ser adotadas na industria nacional.
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A industria biofarmacéutica é tnica entre os diferentes ramos da
biotecnologia em que, além de equipamentos, mao-de-obra e matérias-
primas, uma fragdo consideravel dos custos de producao resultam da
necessidade de respeitar um marco regulatério exigente. Isso encarece
cadaetapado ciclo de vida de medicamentos, incluindo desenvolvimento
de produto e de processo, aprovagio para comercializagio, conformidade
com Boas Praticas de Fabricagao (GMPs, ou Good Manufacturing
Practices) e acompanhamento pos-aprovacdao. A necessidade de uma
regulamentacgdo rigorosa é compreensivel a luz de alguns dos casos
histéricos em que uma fiscalizagao insuficiente da industria farmacéutica
resultou em inestimavel prejuizo a saude.

Por outro lado, o complexo industrial farmacéutico é também
responsavel por ter melhorado a qualidade de vida de bilhdes de pessoas
ao redor do mundo e por ter aumentado a expectativa de vida de forma
que seria inimaginavel ha algumas décadas. Infelizmente, o preco de
uma regulamentacdo opressiva tem sido a consideravel elevagdo do
nivel de investimento necessario para o desenvolvimento e produgao
de novos, e potencialmente revoluciondrios, tratamentos meédicos.
No momento de decidir a diregdo que novas pesquisas irdo tomar, as
empresas farmacéuticas sao forcadas a pesar os crescentes custos de
desenvolvimento de medicamentos contra o potencial de mercado.
Isso tem causado a negligéncia de uma fragao significativa de doengas,
especialmente no caso de doengas drfas (que afligem apenas uma pequena
fracao da populagao) e de doengas tropicais (que desproporcionalmente
afetam pessoas e regides financeiramente vulneraveis).

A fim de trazer todos os beneficios que a tecnologia moderna
tem a oferecer aos pacientes cujo sofrimento, até agora, nao tem
recebido atencdo suficiente, uma nova filosofia regulatéria ¢
necessaria, que atenda tanto a necessidade de um alto padrao de
qualidade quanto a redugdo dos seus custos decorrentes. Este serd o
topico das proximas paginas.
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6.2 CONTEXTO HISTORICD

As empresas farmacéuticas trouxeram a grande maioria dos
medicamentos para o mercado, até o momento, dentro do paradigma
tradicional de desenvolvimento de processos, ou Qualidade por
Teste (QbT ou Quality-by-Testing). De acordo com esse paradigma,
o fabricante inicialmente identifica um principio ativo, projeta seu
processo de produgdo e, caso o produto final atenda as especificacoes
de qualidade, mantém os pardmetros do processo dentro de estreitos
limites, que (com sorte) garantem a consisténcia do perfil de qualidade
do medicamento. Apesar de seu sucesso historico, essa abordagem
tem limitado o potencial de melhoria de varios processos de produgao
estabelecidos e resultou em produtos vulneraveis a perturbagdes nos
parametros de controle do processo, o que, em alguns casos, pode ter
levado a recalls e desabastecimento de medicamentos.

No inicio dos anos 1990, a FDA (U.S. Federal Drug and Food
Administration ou Agéncia Federal de Medicamentos e Alimentos dos
EUA) alterou sua politica de regular produtos individualmente e passou
a supervisionar a industria farmacéutica como um todo. Essa mudanca
incluiu a criagdo de varios novos requisitos para a industria, o que
resultou em um aumento substancial do tempo de revisao de alteragdes
do Controle de Fabricacdo de Agentes Quimicos (CMC na sigla original
em inglés para Chemical Manufacturing Control). Como a aprovagao de
alteracoes no CMC ¢é necessaria antes que a implementagao de inovagdes
tecnologicas em processos de producdo seja permitida, os fabricantes
tornaram-sw cautelosos ao investir no desenvolvimento de processos e, ao
mesmo tempo, as agéncias reguladoras passaram a estar constantemente
sobrecarregadas pelo crescente numero de pedidos de mudanga de
processos a cada ano (Sangshetti et al, 2017). Essa mudanga de paradigma
tem sufocado o desenvolvimento tecnolégico de processos de manufatura,
que tem permanecido ineficiente, embora os produtos farmacéuticos em
si tenham sofrido uma notavel evolugédo nas ultimas décadas. O resultado
do descompasso entre as tecnologias de produto e de processo tem sido um
aumento exponencial dos custos de desenvolvimento de medicamentos e
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a consequente estagnacao da criagdo de novos produtos, que poderiam
salvar vidas (Elliott et al, 2013).

Para atender a necessidade de uma filosofia de desenvolvimento
de processos farmacéuticos mais moderna, a FDA iniciou, em 2002,
o programa de Boas Praticas Atuais de Fabricagio de Produtos
Farmacéuticos (CGMPs ou Current Good Manufacturing Practices)
para o Século XXI: uma iniciativa de Abordagem Baseada em Risco
(Pharmaceutical current good manufacturing practices (CGMPs) for
the 21st Century: A Risk-Based Approach initiative) (FDA,2004b), cujo
principal objetivo é simplificar a revisdo de mudangas em processos de
fabricacdo, a fim de incentivar a induastria farmacéutica a introduzir
inovagdo em tecnologia de processos e facilitar o alinhamento
entre essas inovagdes e o marco regulatdrio existente. Entre outras
proposi¢oes, este documento sugeriu a adogao de Quality-by-Design
(QbD ou “Qualidade por Projeto”) e Tecnologia Analitica de Processos
(PAT ou Process Analytical Technology) nos processos de fabricagdo
de medicamentos (FDA, 2004b).

A filosofia QbD foi inicialmente popularizada por J. M. Juran e,
desde o inicio dos anos 1990, encontrou ampla ado¢ao na industria
automobilistica. A QbD vé as necessidades do consumidor como a
base do desenvolvimento de processos. Juran definiu qualidade como
sendo a presenca e a consisténcia dos atributos do produto que levam a
satisfacdo do cliente. Ele, portanto, acreditava que a qualidade deveria
ser projetada no processo de fabrica¢do, em vez de simplesmente testada
no produto final - ou seja, “Qualidade por Projeto” (Juran, 1992).

Posteriormente, a EMA (European Medicines Agency ou Agéncia
Européia de Medicamentos) e a PMDA (Pharmaceutical and Medical
Devices Agency ou Agéncia Farmacéutica e de Dispositivos Médicos
do Japao) trabalharam juntas para alinhar suas respectivas estruturas
regulatérias com a iniciativa das Boas Praticas de Fabricagao Atuais do
século XXI da FDA. As diretrizes Q8 a Q12 do Conselho Internacional
sobre Harmonizag¢do de Requisitos Técnicos em Produtos Farmacéuticos
para Uso Humano (ICH ou International Conference on Harmonization
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use) resumem estas recomendagdes unificadas.
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A primeira recomendagdo oficial a descrever o desenvolvimento
de processos farmacéuticos baseado em QbD foi a diretriz ICH Q8,
publicada em 2004 e revisada em 2008 (Q8(R2)), que contém descrigdes
e exemplos dos conceitos mais relevantes de QbD no desenvolvimento
de formulagdes de medicamentos. A diretriz Q8(R2) alcangou a etapa
4 (step 4) em agosto de 2009 e é, portanto, oficialmente recomendada
para adogao pelas agéncias reguladoras.

A préxima diretriz do ICH a ser publicada foi a Q9, que descreve
os elementos necessarios no Plano de Gerenciamento de Risco da
Qualidade (Quality Risk Management Plan) e chegou a etapa 4 (step
4) em novembro de 2005. Posteriormente, em junho de 2008, a diretriz
Q10 também alcangou a etapa 4 (step 4) e contém os requisitos para
sistemas de qualidade farmacéuticos. Em maio de 2011, a Diretriz Q11
do ICH chegou a etapa 4 (step 4) e, assim, tornou-se a recomendagao
oficial para a implementagdo de QbD no desenvolvimento de
substdncias farmacoldgicas ativas, incluindo produtos biolégicos. Mais
recentemente, a diretriz Q12 alcancou a etapa 4 (step 4) em novembro
de 2019. A Diretriz ICH Q12 extende os aspectos necessarios do Plano
de Gerenciamento do Ciclo de Vida do Produto (Product Lifecycle
Management Plan) inicialmente apresentados na diretriz Q10.

Em junho de 2018, o ICH publicou um comunicado listando
as proximas diretrizes a serem esperadas. A diretriz ICH Q13 ird
padronizar a terminologia utilizada em processos de produgio
continuos, o que ird facilitar a reducdo de escalas de equipamentos e
de tempos ociosos, bem como a acelera¢ao de processamento (Silva
e Seidel-Morgenstern, 2016; Kim et al, 2017). Além disso, a diretriz
ICH Q2 (Valida¢do Analitica) sera revisada e estendida na diretriz
Q2(R2)/Q14, a fim de guiar a implementagdo de PAT. De acordo com
o Plano de Trabalho publicado pelo ICH, a diretriz Q2(R2)/Q14 ira
descrever as estratégias estatisticas necessarias para validar técnicas de
analise multivariada, como espectroscopia de Raman, espectrometria
de massas e espectroscopia de infravermelho préximo.

A adogao de QbD pelas companhias farmacéuticas esta ganhando
forca, como demonstrado pelo exemplo do Januvia® (Sitagliptin,
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Merck & Co, EUA), o primeiro medicamento a ser aprovado dentro
do novo marco regulatério da FDA em 2006. Desde entdo, um total
de 162 medicamentos que utilizaram elementos de QbD durante
o desenvolvimento foram aprovados pela EMA (ver Figura III.1.ii).
Dentre estes, apenas 24 reivindicaram um Espaco de Projeto (Design
Space), ou seja, a possibilidade de alterar as condi¢oes de operagdo e as
especificagdes do produto dentro de certos limites sem a necessidade
de aprovagdo prévia das agéncias reguladoras (ver Figura III.1.i).
A disparidade entre esses dois numeros pode tanto indicar uma
dificuldade na obten¢ao da aprovagao de Espacos de Projeto (Design
Spaces) quanto uma falta de disposi¢do por parte dos fabricantes em
tenta-la. A tendéncia é, no entanto, encorajadora, dado que o numero
de medicamentos aprovados dentro do novo marco regulatdrio
continua a crescer (Figura 6.1).

A primeira instancia amplamente divulgada do desenvolvimento
de um biofarmaco baseado em QbD foi o do processo de fabricacao de
A-Mab, um anticorpo IgG1 humanizado usado no tratamento de linfoma
ndo-Hodgkin indolente em adultos. Esse desenvolvimento foi realizado
por uma iniciativa conjunta de algumas das principais empresas do
ramo (Abbott, Amgen, Eli Lilly e Co., Genentech, GlaxoSmithKline,
MedImmune e Pfizer), que colaboraram com as agéncias reguladoras
para desenvolver um estudo de caso abrangente para servir como base
para o desenvolvimento de processos de fabrica¢do de biofarmacos no
futuro (CMC Biotech Working Group, 2009). Esse estudo de caso foi
divulgado em 2009 e, em 2013, a industria farmacéutica atingiu outro
marco importante com a aprovacao pela FDA do primeiro biofarmaco a
reivindicar um Espago de Projeto (Design Space) dentro do paradigma
QbD, Gazyvaro® (obinutuzumab, Roche AG, Suica). Atualmente,
existem mais trés biofarmacos aprovados pela EMA com um Espaco de
Projeto (Design Space):

o Tecentriq® (atezolizumab, Roche AG, Suica);

o Imrestor® (pegbovigrastim para uso veterinario, Eli Lilly & Co.
Ltd., Reino Unido);

o Gardasil 9° (vacina contra HPV, Sanofi Pasteur SA, Franca).
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Figura 6.1. i) Numero total de medicamentos aprovados pela EMA onde
um Espaco de Projeto (Design Space), ou seja, operagao flexibilizada,
foi aprovado. ii) Numero total de medicamentos aprovados pela EMA
nos quais elementos de QbD foram usados durante o desenvolvimento
(organizados por ano). * Em julho de 2021. ** Excluindo medicamentos
que ndo estejam mais autorizados.
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6.3 DESENVOLVIMENTO BASEADO EM Q0D

Como mostrado na Figura 6.2, no paradigma tradicional de
desenvolvimento de medicamentos (“Qualidade por Teste” ou Quality-
by-Testing), o desenvolvimento do processo geralmente comega com a
defini¢do do principio ativo, seguido por iteragdes de ajuste do processo
de fabricagdo até que o produto final atenda a todas as especificagdes
de seguranca e eficacia (Figura 6.2.ii). Por outro lado, como mostrado
na Figura 6.2.i, dentro do paradigma QbD, o ponto de partida para o
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desenvolvimento sdo as expectativas dos clientes, que formam o Perfil
Alvo de Qualidade do Produto (ou QTPP ou Quality Target Product
Profile). A diferenca é que o QTPP define uma aplicagdo especifica,
bem como o perfil de seguranga e eficacia desejados para o produto e
ndo apenas seu principio ativo. Ou seja, o espirito do desenvolvimento
baseado em QbD é “comecar com o final em mente”.

O QTPP pode, no entanto, ser dificil de se avaliar ao longo do
desenvolvimento do processo, portanto, dentro da estrutura do QbD,
ele deve ser traduzido para parametros substitutos mensuraveis, os
Atributos Criticos de Qualidade (CQA ou Critical Quality Attributes)
que servem como base para o desenvolvimento do processo e para o
gerenciamento de riscos.

Conforme sera descrito em mais detalhes adiante, de acordo
com QbD, o fabricante deve tipicamente delinear o QTPP com base
na pratica experimental com o produto. Esse esfor¢o pode, no entanto,
ser significativamente simplificado, caso ja exista literatura cientifica
descrevendo sua farmacocinética, farmacodinamica, possiveis efeitos
colaterais e os principais problemas do produto. Consequentemente, a
aplicagdo dos principios de QbD no desenvolvimento de medicamentos
biossimilares e biobetters é muito propicia (Brumano et al, 2019).

Dentro do paradigma tradicional QbT, uma vez que o produto
farmacéutico final atenda a todas as especificagoes, a agéncia reguladora
o aprova e o fabricante restringe a alteragao dos parametros operacionais
do processo de produgédo para garantir a consisténcia do produto. Essa
abordagem tem, no entanto, a desvantagem de desmotivar as empresas a
investir na melhoria de processos, uma vez que as agéncias reguladoras
s6 podem aprovar mudangas no processo apds uma demonstragio
completa de que as alteragdes propostas nao afetardo as caracteristicas
finais do produto. De acordo com a FDA (FDA, 2004b), essa demanda
temlevado osfabricantesanao investigar adequadamente os mecanismos
que correlacionam varidveis de processo e o perfil de qualidade do
produto. Isso tem resultado em uma compreensao incompleta das
causas de variabilidade de produtos farmacéuticos. Consequentemente,
com o paradigma QbD, as agéncias reguladoras procuram facilitar a
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revisdo de propostas de melhorias de fabricagdo com a condigao de que
os fabricantes possam demonstrar um nivel suficiente de entendimento
do processo de producdo para embasar as mudangas propostas, o que
deve, no longo prazo, reduzir os custos de conformidade com o marco
regulatorio (Elliott et al, 2013).

Figura 6.2. Comparagao entre o paradigma Quality-by-Design (ou
“Qualidade por Projeto”) de desenvolvimento de processos (i) e o
paradigma tradicional (“Qualidade por Teste” ou Quality-by-Testing)
(ii). Fonte: Bennyahia et al, 2020b.
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Outradiferenca significativa entre os paradigmas QbT e QbD é que,
no segundo caso, os dados e modelos matematicos de processos reunidos
durante as fases de desenvolvimento e de escalonamento fazem parte do
registro. Consequentemente, as agéncias reguladoras podem, mais tarde,
usar modelos de processos validados e seus dados para avaliar se o grau
de conhecimento de processo previamente demonstrado pelo fabricante
permite as alteragdes propostas no processo de producao sem que hajaa
necessidade de revalidacao. Com isso, as agéncias reguladoras esperam
encorajar as empresas a buscar a melhoria continua dos processos de
fabrica¢ao motivadas pela perspectiva de reduzir os custos de produgao,
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desperdicio e variabilidade de produtos, os quais também sao desejaveis
do ponto de vista da saude publica e da preserva¢ao do meio ambiente
(Elliott et al, 2013). Por outro lado, na abordagem tradicional de QbT,
apenas os dados referentes a versdo final do processo de fabricagdo
fazem parte do registro.

Por fim, outro aspecto central no desenvolvimento de processos
de acordo com a filosofia QbD é o requerimento de uma politica de
gerenciamento de riscos com a qual o fabricante possa avaliar e mitigar os
efeitos que perturbagdes no processo exercem no perfil de qualidade do
produto final. Com aadigdo destarecomendagio, as agéncias reguladoras
esperam reduzir casos de desabastecimento causados por perda de lotes,
os quais podem prejudicar o publico tanto financeiramente quanto em
termos de saude. Dessa forma, além da 6bvia vantagem econdmica
de perder menos produto, os fabricantes também irao lucrar com um
processo mais rapido de liberagao de lotes.

Seguindo a tendéncia internacional, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou, em 22 de agosto de 2019, a
Resolugdo da Diretoria Colegiada n° 301 (republicada pela ultima vez
no DOU ne 78, de 24 de abril de 2020) que dispde sobre as Diretrizes
Gerais de BPF (RDC 301/19, 2019). Esta RDC refor¢a a importancia
do Gerenciamento de Risco como parte da Gestdo da Qualidade
Farmacéutica, aproximando, assim, o marco regulatério nacional ao
da ICH com o objetivo de aumentar a competitividade da industria
farmacéutica brasileira no mercado internacional.

O objetivo de longo prazo das agéncias reguladoras é permitir a
liberagdo em tempo real de produtos farmacéuticos (real-time release), o
que significa a liberagdo de lotes com base apenas em dados de processo,
em oposi¢do a abordagem tradicional de QbT que envolve testar
extensivamente o produto acabado antes de permitir sua liberagdo. A
fim de alcangar este objetivo, as agéncias reguladoras recomendam o
desenvolvimento e implementacdo de Tecnologia Analitica de Processos
(PAT ou Process Analytical Technology) nas linhas de produgdo (FDA,
2004a). PAT refere-se a ferramentas analiticas ndo destrutivas que

permitem a medi¢do online de variaveis de processo normalmente
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dificeis de avaliar, como por exemplo niveis de expressiao génica,
concentragdo de metabolitos secundarios, entre outras, que podem
ajudar a prever resultados de processos e controlar a variabilidade de
produtos (FDA, 2004a).

6.4 ESPACO DE PROJETO DO PRODUTO (ARAUET DESIGN SPACE)

ComomostradonaFigura6.2,aprimeiraetapadodesenvolvimento
do processo dentro do paradigma QbD ¢ a definicdo do Perfil Alvo
de Qualidade do Produto (QTPP ou Quality Target Product Profile)
do potencial medicamento, o qual deve incluir, por exemplo, sua
indicagdo, via de administragdo, forma de dosagem, caracteristicas
farmacocinéticas, estabilidade, pureza e esterilidade. Como mencionado
anteriormente, no caso de medicamentos biossimilares e biobetters, a
definicao do QTPP pode ser baseada em dados da literatura cientifica e
em conhecimento preexistente sobre o produto originador ou inovador.
Como exemplo, a Eli Lilly & Co. Ltd. (Reino Unido) definiu o QTPP
de Imrestor® (pegbovigrastim, uma versao peguilada do fator bovino
estimulante de colonias de granuldcitos) em termos de sua estabilidade,
farmacodindmica, farmacocinética, toxicologia, imunogenicidade,
seguranca para o usudrio (humano) e tolerancia no animal alvo (bovino).

Apdsadefinicdo do QTPP, os Atributos Criticos de Qualidade (CQA
ou Critical Quality Attributes) sdo selecionados dentre as caracteristicas
quantificaveis do produto final e normalmente incluem propriedades
tisicas, quimicas, bioquimicas e microbiolédgicas. Os CQAs formam o Perfil
Analitico Alvo (Analytical Target Profile) do potencial medicamento.
A primeira etapa do processo de selecio dos CQAs é a identificagdo
de potenciais conexdes entre os atributos do produto e seu perfil de
qualidade, usando ferramentas como diagramas de Ishikawa (espinha
de peixe) e correlagdes estatisticas. Esses atributos sao entao ranqueados
utilizando Métodos de Classificagdo e Filtragem de Risco (RRF ou Risk
Rank and Filtering), como, por exemplo, a Analise dos Modos de Falha
e seus Efeitos (FMEA ou Failure Mode and Effects Analysis), que partem
de sistemas pré-definidos de pontuagido para estimar aproximadamente
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a criticidade de atributos com base na incerteza e no impacto que nao
conformidades podem ter no perfil de qualidade.

Os dossiés de A-Mab e Gazyvaro® (Roche AG, Sui¢a) fornecem
exemplos interessantes de como implementar FMEA no processo de
selecao de CQAs (CMC Biotech Working Group, 2009). Em ambos os
casos, mais de um sistema de pontuagdo foram utilizados em paralelo
para definir a criticidade:

1. Conhecimento Prévio. Os produtos em estudo foram
anticorpos monoclonais e, como resultado da literatura cientifica
preexistente nesta drea, as especificagdes de produtos semelhantes
ja no mercado foram automaticamente consideradas Atributos
Criticos de Qualidade.

2. Criticidade = Impacto x Incerteza. As pontuagdes de Impacto dos
Atributos de Qualidade foram definidas com base no efeito que eles tém
nos seguintes aspectos do QTPP: atividade bioldgica, farmacocinética,
imunogenicidade e seguranca. As pontuagdes de Incerteza foram
definidas com base no nivel de conhecimento disponivel a respeito do
efeito que a variagdo em cada um dos atributos exercem nos quatro
aspectos do QTPP mencionados anteriormente. O resultado deste
sistema foi a criagdo de quatro listas paralelas de CQAs.

3. Criticidade = Severidade x Probabilidade. As pontuagdes de
Severidade foram definidas da mesma forma que Impacto no
sistema anterior. A Probabilidade, no entanto, foi definida como
a possibilidade de cada atributo sair das especificacdes, o que
resultou em uma estrutura diferente para avaliar a Criticidade e,
consequentemente, em uma lista diferente de CQAs.

Os atributos considerados criticos em cada uma dessas categorias
foram reunidos para que a selegdo final de CQAs fosse a mais abrangente
possivel. Osautores consideraram que esta estratégia seja suficientemente
conservadora para compensar a novidade da abordagem QbD.

Os CQAs determinados com base nessa metodologia para o
Gazyvaro® (Roche AG, Suiga) foram divididos em sete categorias:
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» Presenca de variantes: relacionadas ao tamanho, carga, oxidagao,
glicosilagdo ou a estrutura.

» Contaminagao com impurezas provindas do processo: proteina da
célula hospedeira (HCP ou Host Cell Protein), DNA e proteina A.

« Contaminagao com matérias-primas: componentes das solugoes
de cultura e de purificagao (nutrientes, elementos-traco, sais,
tamp()es, dentre outros).

« Contaminagdo por componentes extraiveis: filtros, materiais de
embalagens, etc.

« Contaminagdo com agentes adventicios: virus, bactérias e
endotoxinas.

« Composicio e forca do medicamento e do principio ativo: contetido
proteico, osmolalidade, pH, aparéncia (cor, opalescéncia, claridade),
conteudo de L-histidina, teor de trealose e poloxamero 188.

o Caracteristicas da formulagdo: particulas visiveis e sub-visiveis,
volume extraivel e esterilidade.

Usando uma estratégia semelhante a empregada pela Roche AG
(Suica), a Eli Lilly & Co. Ltd. (Reino Unido) considerou os CQAs de
Imrestor® (pegbovigrastim) como sendo o nivel de agregacao de proteinas,
oxidagdo, carbamilacdo, alteragdo em pontes dissulfeto, formagao de acetil-
hidrazida, contaminacéo residual com solventes e atividade bioldgica.

Outra abordagem interessante para a selecio dos CQAs foi
proposta por Zhang e Mao em 2017.

Criticidade = Severidade x Probabilidade de Ocorréncia x Possibilidade de Detecgdo

A incompatibilidade mutua entre estas estratégias demonstra
que ndo necessariamente existe uma maneira unica ou correta para
classificar os atributos de qualidade, o que ressalta a importancia de
uma reflexdo profunda a respeito da melhor estratégia em cada situagao.
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Dentro do paradigma QbD, também ¢é essencial desenvolver uma
compreensdo dos mecanismos por tras das correlagdes encontradas, a
fim de melhor fundamentar a atribuicdo de criticidade aos atributos de
qualidade do produto. Além disso, no caso de produtos biossimilares,
¢ importante que os CQAs escolhidos correspondam, na medida do
possivel, aos do medicamento originador ou inovador.

Seguindo a defini¢do dos CQAs, as metodologias analiticas para a
avaliacao destes atributos devem ser estabelecidas com atengdo especial
a precisdo, a seletividade, a sensibilidade e a robustez. As monografias
listadas nas farmacopeias sao uma boa fonte (embora frequentemente
limitadas) de informagoes para isso.

O préximo passo éadelineagdo das faixas aceitaveis para os CQAs,
que, dentro da filosofia QbD, sdo definidas como o Espago de Projeto
do Produto (Product Design Space) de forma multidimensional.
Esta abordagem ¢ diferente do paradigma tradicional QbT, que
utiliza especificagdes unidimensionais. Como serda explorado em
mais detalhe na préxima se¢do, espacos multidimensionais (tanto
para especificagdes do produto quanto do processo) resultam em
uma opera¢ao mais flexivel, ja que as agéncias reguladoras permitem
alteragdes de especificagao dentro do Espago de Projeto (Design Space)
aprovado sem a necessidade de aprovagdo do Controle de Fabrica¢ao
de Agentes Quimicos (CMC ou Chemical Manufacturing Control)
na FDA, ou um pedido de alteracdo do tipo II (type II variation
application) a EMA, que atualmente custa € 89.000.

Um dos principios da filosofia QbD ¢é que “o produto é o processo”
Dessa forma, somente apds o estabelecimento do QTPP e dos CQAs
o desenvolvimento do processo de fabricagdo em si pode comegar. O
primeiro passo é apresentar o conceito inicial do processo de produgao,
que pode ser baseado em plataformas preexistentes ou concebido do zero.
Seja qual for o caso, o passo seguinte é a identificagdo dos Parametros
Criticos do Processo (CPP ou Critical Process Parameters) e dos
Atributos Materiais Criticos (CMA, ou Critical Material Attributes).

Parametros Criticos do Processo (CPPs) incluem as variaveis
fisico-quimicas das operagbes unitarias, como pH, temperatura,
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concentragdes de nutrientes e condutividade, que podem ser mantidas
dentro de faixas pré-definidas por controles automatizados. Os Atributos
Materiais Criticos (CMAs), por outro lado, vao desde solventes, matérias
primas, excipientes, materiais de embalagem, tampdes, meios de cultura,
solugdes de estoque até resinas cromatograficas e membranas de filtro.

Conforme mostrado na Figura 6.2.i, antes que a avaliagdo da
criticidade possa ser iniciada, os métodos analiticos necessarios precisam
ser estabelecidos. Estes incluem sensores para os parametros fisico-
quimicos das operagdes unitdrias, os quais pertencem a Tecnologia
Analitica de Processos (PAT ou Process Analytical Technology)
(FDA, 2004a), bem como técnicas analiticas laboratoriais para avaliar
os aspectos de qualidade das matérias-primas'. Posteriormente, a
criticidade dos parametros do processo e de atributos materiais comeca
com Métodos de Classificagdo e Filtragem de Risco (RRF ou Risk Rank
and Filtering), seguida por anilises de sensibilidade e termina com a
proposi¢ao de modelos matematicos que os correlacionam aos CQAs.

A diretriz Q9 do ICH sugere alguns métodos de RRF para o
desenvolvimento de processos de acordo com a filosofia QbD, incluindo
FMEA, Andlise de Arvore de Falhas (FTA ou Fault Tree Analysis),
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP ou Hazard
Analysis and Critical Control Points) e Andlise de Operacionalidade de
Perigo (HAZOP ou Hazard Operability Analysis) e outras ferramentas
estatisticas. Teoricamente, a avaliacdo de risco deveria comecar com
as operagOes unitarias com o maior potencial de afetar negativamente
o QTPP e, em seguida, proceder para as que tém menor impacto. Na
pratica, no entanto, é mais facil primeiro focar nas operagdes finais de
downstream, ja que estas sdo as mais proximas ao paciente e, somente
depois, progredir para as operagdes de upstream, uma vez que pequenas
perturbagdes nas etapas iniciais do processo podem ser corrigidas pelo
processamento posterior (Elliott et al, 2013).

Ap0s a avaliagdo de risco inicial, os efeitos combinados da alteracao
dos parametros do processo e das matérias-primas sdo avaliados usando
técnicas de planejamento experimental (DoE do inglés Design of

1 Tal como a presenga de substancias contaminantes, material particulado ou microrganismos.
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Experiments), como, por exemplo, Plackett-Burman e Taguchi. Estes
estudos tém o objetivo duplo de atribuir criticidade aos pardmetros do
processo e de gerar modelos matematicos iniciais do processo de produgao.

Ao delinear esses experimentos, é importante considerar
intervalos amplos para cada parametro, mesmo se a opera¢do normal for
perfeitamente capaz de manter o processo operando dentro de margens
estreitas. Esse cuidado ¢ necessario para evitar negligenciar atributos de
qualidade que sejam de fato criticos quando fora da especifica¢ao, mas
que nao aparentam ser em situagdes normais de operagao. Idealmente, a
regido caracterizada do Espago de Projeto do Processo (Process Design
Space) deve ser muito maior do que sua regido normal de operagdo, a
fim de evitar que a opera¢ao do processo esteja proxima de territério
inexplorado (Elliott et al, 2013).

Os modelos matematicos obtidos utilizando a metodologia DoE
normalmente sido fung¢des empiricas representando superficies de
resposta, que permitem inferir a sensibilidade dos CQAs a variagao de
parametros do processo (ou seja, analise de sensibilidade) e também
permitem sugerir possiveis relagdes causais. Modelos empiricos nao
devem, via de regra, ser extrapolados para condi¢des nao testadas, bem
como para diferentes escalas. Portanto, é vantajoso para o fabricante
desenvolver modelos mecanicistas mais sofisticados que expliquem as
conexdes entre os parametros do processo e os CQAs.

De posse de um modelo computacional adequado do processo
de fabricacdo, é possivel fornecer informagdes para o controle baseado
em risco (risk-based control) usando analises de incerteza in silico. A
analise de incerteza permite a estimativa da expectativa de que os valores
dos CQAs vao sair dos intervalos especificados durante a operagao do
processo e pode servir de base para estimativas in silico dos Indices de
Capacidade do Processo (Cpk?).

2 Cpk é a razdo entre a faixa comprovadamente aceitdvel de um determinado CQA e a largura de seis vezes
seu desvio padrao sendo, portanto, um medidor do nivel de controle do processo. Tradicionalmente, na
industria biofarmacéutica, Cpks maiores do que 1 sio normalmente entendidos pelas agéncias reguladoras
como resultantes de um nivel suficiente de controle do processo. A variabilidade do produto ¢, no entanto,
normalmente avaliada com base em trés lotes bem-sucedidos consecutivos, o que, na pratica, pode resultar
em especificagoes desnecessariamente restritivas.
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Uma vez que todas as fontes de variabilidade dos CQAs originadas
na operagdo do processo tenham sido identificadas, seu efeito na
qualidade do produto final tenha sido estimado e modelos matematicos
que expliquem as relacdes causais subjacentes tenham sido validados, o
proximo passo ¢ a defini¢cdo do Espaco de Projeto do Processo (Process
Design Space) em si. O Espago de Projeto do Processo é definido em
termos dos pardmetros operacionais do processo (ou seja, os CPPs)
bem como CMAs e é expresso como um objeto multidimensional, para
levar em consideragdo os efeitos que as interagdes entre os diferentes
parametros podem ter nos CQAs. Essa abordagem contrasta com a
forma tradicionalmente unidimensional na qual as agéncias reguladoras
historicamente exigiam a defini¢cdo de faixas aceitaveis para variaveis do
processo e para atributos materiais o que, como demonstrado na Figura
6.3, em ultima andlise resulta na flexibilizagdo da operagdo do processo.

Neste exemplo consideram-se, para maior clareza, apenas duas
variaveis continuas de controle (x1 e x2). No entanto, as mesmas
conclusdes permanecem verdadeiras quando se considera um
numero maior de variaveis. Como mostrado na figura a esquerda,
se apenas Amplitudes Normais de Operacio (NOR ou Normal
Operating Ranges) e Amplitudes Comprovadamente Aceitaveis (PAR
ou Proven Acceptable Ranges) unidimensionais forem consideradas,
a regido operacional do processo fica restrita a um retangulo
inscrito no Espago de Projeto do Processo (Process Design Space)
centralizado no ponto de ajuste, deixando de fora todas as outras
combinagdes de valores de parametros possiveis mostradas na figura
a direita. Desta forma, QbD permite a flexibilizagdo da operacao do
processo ao definir o Espago de Projeto do Processo como um objeto
multidimensional (Stockdale e Cheng, 2009).

~>

IND © © © ¢ 0 0 0 0 0000000000000 0000000000000 00000000000 00000000 000000000000 00000000000000000000000000600000c0o0S0LE0



#B

~o

FND © © ¢ 0 0 0 ¢ 0 0000000000000 0000000000000 00000¢ 0000000000000 0000000000000000000000000C0C0C0CIO0CIOCOCOCIOCIOCIOCIOCOCIOCIOCIOCEOCETOLITOLLEL

~>

Desenvolvimento de processos de produgdo de biofarmacos de acordo com Quality by Design (0bD)

Figura 6.3. Comparagdo entre as regides de operagao resultantes de
especificagdes unidimensionais de parametros do processo (i) e de
especificagdes multidimensionais que definem um Espaco de Projeto do
Processo (Process Design Space) (ii). Fonte: Stockdale e Cheng, 2009.
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Uma vez que a agéncia reguladora tenha aprovado o Espago de
Projeto do Processo (Process Design Space), a operagdo dentro de seus
limites ndo é mais considerada uma mudanga e, portanto, ndo requer
revalidagdo. Por enquanto, esta flexibilizagdo de operagdo ainda nao esta
prevista pela ANVISA, como demonstrado no artigo n° 177 da RDC
301/19, o qual requer a revalidagdo de processo apds qualquer alteragao
que possa afetar a qualidade do produto final ou a reprodutibilidade
do processo (RDC 301/19, 2019). Ou seja, a legislagdo nacional ainda
nao prevé o conceito de Espaco de Projeto do Processo, embora esteja
movendo-se na dire¢do de alinhar-se com as diretrizes internacionais,
uma vez que a ANVISA ¢ um dos membros regulatérios do ICH.

O Espago de Projeto do Processo inclui ndo apenas parametros
fisico-quimicos, mas também o perfil de evolugio de variaveis
dependentes do tempo no caso de operagdes como cultivo em batelada,
separacao cromatografica, liofilizagdo, precipitagdo, etc. Além disso, o
Espaco de Projeto do Processo pode ser definido individualmente, para
cada operagdo unitaria, ou abrangendo o processo de fabricagdo como
um todo, o que facilita ainda mais a implementa¢do de mudangas pds-
aprovagao que ndo influenciam o perfil de qualidade do produto.
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O ICH também recomenda que o Espa¢o de Projeto do Processo
seja definido em termos de variaveis independentes da escala, como por
exemplo numero de aera¢ao, nimero de Reynolds, nimero de poténcia,
tempo de mistura, tempo de remogdo de CO2 (CO2-stripping time),
KLa e volume de retencdo de gas (gas hold-up volume). Neste caso,
a vantagem para os fabricantes ¢ que alteragdes de escala dentro do
intervalo validado do modelo do processo poderao ser executadas sem
a necessidade de nova aprovagio (CMC Biotech Working Group, 2009).

O conceito de Espago de Projeto do Processo esta oficialmente
reconhecido pelas agéncias reguladoras internacionais desde a
publicagdo da diretriz Q8(R2) em 2008 pelo ICH. Embora a primeira
aprovagao de um Espaco de Projeto do Processo para um medicamento
de molécula pequena (saxagliptin, Bristol-Myers Squibb/AstraZeneca)
ja tenha ocorrido em 2009, foram necessarios mais 5 anos para
que o Espago de Projeto do Processo tenha sido aprovado para um
biofarmaco (albiglutide, GSK) pela EMA, em 2014. O principal
motivo para este atraso tem sido a dificuldade em justificar o Espago
de Projeto de processos biofarmacéuticos em pedidos de autorizagao
de comercializagdo. Esse problema foi abordado pela primeira vez por
J. Peterson em 2008, que propds a aplicagdo da inferéncia Bayesiana
seguida de Simulagdes Preditivas Posteriores para identificar as
condi¢des operacionais do processo que geram produtos dentro das
especificagdes com confiabilidade suficiente para serem incluidos no
Espaco de Projeto do Processo (Peterson, 2008).

Simulagoes Preditivas Posteriores (SPPs) sio uma forma de
modelagem porensembleusada paraestimaradistribuicdo dosresultados
esperados do processo dada a incerteza nos parametros do modelo, a
qual é, por sua vez, estimada por meio de inferéncia Bayesiana. O poder
desta abordagem tem sido amplamente reconhecido pelo FDA, EMA e
ICH, bem como pelas principais multinacionais biofarmacéuticas, que a
utilizaram para descrever o Espago de Projeto do Processo de produgao
do A-Mab (CMC Biotech Working Group, 2009). Desde entdo, a maioria
dos Espagos de Projeto de Processos biofarmacéuticos aprovados pela
EMA foram mapeados utilizando varia¢oes desse método.

”
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8.5 ESTRATEGIA DE CONTROLE

A préxima etapa no ciclo QbD de desenvolvimento de processos
(Figura 6.2.i) é a proposi¢do de uma estratégia de controle baseada em
risco (risk-based) para o processo de producdo. Isto esta de acordo
com os principios de QbD mencionados acima, uma vez que a meta
¢ conceder mais autonomia as empresas na condi¢do de que seja
demonstrado um entendimento cientifico profundo do processo de
producdo. Uma estratégia de controle baseada em risco deve ter como
fundamento o conhecimento dos riscos do processo de produgao além
de modelos matematicos confiaveis.

Deacordo com a ANVISA, o foco da Politica de Gerenciamento de
Risco éaseguranca do paciente e deve incluir uma Estratégia de Mitigagao
de Risco cobrindo o Plano de Tomada de Decisdo, principalmente no
que diz respeito ao recalls, como evitar desabastecimento e o plano de
notificagdo da ANVISA (RDC 301/19, 2019). Além disso, o artigo n°
172 da RDC 301/19 exige um processo de Gerenciamento de Risco
da Qualidade com foco na avaliagdo toxicoldgica e de poténcia dos
medicamentos produzidos por uma mesma fabrica de forma a reduzir
os riscos de contaminag¢ao cruzada entre os processos produtivos.

Um dos aspectos fundamentais de uma estratégia de controle
baseada em risco é o emprego de Tecnologia Analitica de Processos
(PAT ou Process Analytical Technology). PAT refere-se especificamente
a técnicas avancadas de monitoramento de processos, que permitem
a medicao e o controle de varidveis normalmente dificeis de medir.
Devido ao fato de as agéncias reguladoras enfatizarem a importancia
da confiabilidade de metodologias analiticas, existe um interesse
crescente no desenvolvimento de tecnologias sofisticadas, como HPLC,
espectroscopia de dicroismo circular, espectroscopia de infravermelho
proximo (NIR), espectrometria de massas (MS), eletroforese capilar,
espectroscopia Raman e uma mirifade de técnicas hifenadas como HPLC-
MS. Para que essas técnicas possam ajudar a melhor compreender as
operagdes unitarias de bioprocessos, a diretriz Q2(R2)/Q14 do ICH ira
descrever os métodos estatisticos necessarios para valida-las.
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A PAT permitira uma melhor medicdo e controle de variaveis do
produto (como peso molecular, sequéncia de aminoacidos, oxidagdo
de residuos de metionina, desnaturagdo e agregacdo) e de variaveis
relacionadas ao processo (como a concentragio de metabolitos
secundarios, niveis de expressao génica, etc.), o que podera vir a resultar
em melhores sistemas de garantia de qualidade. Uma perspectiva
interessante é a utilizacdo desses dados como base de modelos
computacionais mais sofisticados do processo de produgido que serdo
utilizados no controle de processos baseado em Digital Twins como
parte do processo de digitaliza¢ao do setor farmacéutico (Pharma 4.0).

De modo geral, uma estratégia de controle baseada em risco deve
incluir o controle dos atributos das matérias-primas (como as citadas na
secdo anterior), das especificagdes do produto e das operagdes unitarias.
Tal estratégia deve também conter um programa de monitoramento
que vise a continua validagdo e extensdo dos modelos matematicos do
processo utilizando PAT.

O objetivo de longo prazo das agéncias reguladoras ¢ permitir
a Liberagdo em Tempo Real (Real-Time Release) de produtos
farmacéuticos, ou seja, o controle em tempo real dos CQAs com base em
dados do processo. Com o desenvolvimento de controles proativos (feed-
forward), as agéncias reguladoras buscam reduzir tempos de espera pds-
processamento e simplificar a liberagdo do produto final. Com este novo
paradigma espera-se uma redugdo do nimero de recalls e de perdas
de lotes, bem como a extensao dos prazos de validade efetivos (tempo
de prateleira) dos medicamentos. As agéncias reguladoras esperam,
dessa forma, minimizar casos de desabastecimento de medicamentos
e garantir o fornecimento de produtos de maior qualidade ao publico.

6.6 PLAND DE GERENCIAMENTO DO GICLO DE VIA
(LIFEGYELE MANAGEMENT PLAN)

ComomostradonaFigura6.2.i,afilosofiaQbD implica namelhoria
continua tanto do medicamento quanto de seu processo de fabricagdo
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com base no acumulo de conhecimentos relativos ao desempenho do
processo de produgdo, a eficicia da estratégia de controle e a experiéncia
clinica pds-aprovagdo. De acordo com as diretrizes Q10, Q11 e Q12 do
ICH, assim como a RDC n° 301 de 2019 da ANVISA, uma estratégia
prévia deve ser estabelecida para a forma como novos conhecimentos
sobre o processo devem ser coletados e aplicados na melhoria continua.
O assim chamado Plano de Gerenciamento do Ciclo de Vida (Lifecycle
Management Plan) deve fazer parte da documentagido do processo de
fabrica¢ao e incluir as responsabilidades gerenciais (o que ¢ frisado
na RDC n°301/19) e os sistemas de qualidade que o fabricante ird
implementar para gerenciar o conhecimento sobre o medicamento
e sobre o processo de producdo em todas as fases do ciclo de vida
do produto. As fases do ciclo de vida do produto listadas na diretriz
Q10 do ICH incluem: desenvolvimento farmacéutico, transferéncia
de tecnologia para outros locais de fabricagao ou empresas, produgao
comercial, melhoria do processo e descontinuagio do produto.

E importante, neste ponto, frisar a diferenca entre conhecimento
e dados. Embora a coleta continua de dados de processo e de produto
seja fundamental para a expansao do conhecimento de processo, nao
¢ suficiente para garanti-la. Conhecimento sao dados que permitem a
tomada de decises. Portanto, um sistema de gestao de conhecimento
deve incluir ndo apenas o modelo de aquisicdo de dados, mas também
para sua analise, armazenamento e disseminagao.

Uma das maneiras pelas quais novos dados de processo podem ser
incorporados ao conhecimento de processo é o continuo refinamento e
revalidagdo de modelos computacionais, seja na forma do recélculo dos
valores médios de pardmetros ou na reavaliacao de suas significancias
estatisticas (Elliott et al, 2013) ambos os quais podem ser realizados
utilizando inferéncia Bayesiana (Peterson, 2008). Além disso, conjuntos
maiores de dados (tanto na forma de maiores niumeros de amostras
quanto de dados fisico-quimicos mais diversificados) podem ser usados
para propor novos modelos de mecanismos para as operagdes unitarias.

No paradigma QbD, as especificagdes do produto podem ser
movidas dentro do Espaco de Projeto (Design Space) aprovado, sem
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a necessidade de nova avaliagao pelas agéncias reguladoras. Portanto,
a maneira pela qual essas mudancas podem vir a ser implementadas
e como deverdo ser documentadas também deve fazer parte do Plano
de Gerenciamento do Ciclo de Vida. Para justificar e, ainda mais
importantemente, motivar essas mudancas, os dados referentes a
resposta do consumidor ao medicamento devem ser coletados.

No contexto da industria farmacéutica, os consumidores ndo sao
apenas os pacientes, mas também os médicos, profissionais de saude,
seguradoras e agéncias reguladoras e, portanto, a tomada de decisdes apds
a aprovagao pode vir a ser motivada pela reagdo do mercado em qualquer
uma destas esferas. Em se tratando de pacientes, por exemplo, a resposta
da populagdo ao tratamento, incluindo reagdes adversas e interagdes
imprevistas com outros medicamentos, pode vir a motivar a necessidade de
alterar as especificacdes da formulagao ou da substancia farmacologica ativa.
Na maioria das vezes, no entanto, as decisdes sobre o tratamento nao sio
tomadas pelos pacientes, mas pelas equipes médicas responsaveis. Portanto,
¢ essencial manter um canal de comunicagdo aberto com a comunidade
médica, a fim de coletar informagdes sobre preocupagdes com relagio aos
riscos, as imitagdes e aos custo-beneficio de tratamentos que podem vir a
justificar alteracdes de especificagdes apds a aprovagao dentro do Espaco
de Projeto (Design Space) do produto. Por fim, a cobertura de tratamentos
médicos é definida pelas companhias seguradoras que, dependendo do pais,
podem ser publicas, privadas ou, como ¢ mais comum, uma mistura dos
dois. Dessa forma, o custo-beneficio e a opiniao publica sobre tratamentos
médicos podem desempenhar um papel importante na definicdio da
cobertura de planos de saude, o que, por sua vez, impacta a comercializagao
de medicamentos e pode, portanto, vir a motivar mudangas na especificagao
de produtos apos a autorizagao de comercializagao.

B.7 CONCLUSOES

Neste capitulo, foram explorados diferentes conceitos de QbD
farmacéutico, assim como os beneficios da utilizacao desta filosofia para
guiar o desenvolvimento de processos de produgdo farmacéuticos. No
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entanto, é importante lembrar que cada processo é tnico, de forma que
nem sempre sera possivel desenvolver processos de produgdo seguindo
exatamente as etapas descritas nas secdes anteriores, sendo necessario ajustar
a aplicagdo das ferramentas de QbD para cada caso. Por fim, é necessario
frisar a importancia de se ajustar a estratégia de desenvolvimento de
processos ao contexto regulatorio local para que a promessa das vantagens
de flexibilizagao, assim como da reducdo de perdas de lotes e dos custos de
conformidade regulatdria possam vir a ser concretizadas.
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RESUNO

arias técnicas de separagdo e

purificagdo de biomoléculas, de

interesse a area farmacéutica, sao
propostas na literatura e aplicadas aos
diferentes processos industriais. Uma técnica
promissora devido a simplicidade do uso e a
biocompatibilidade sao os sistemas aquosos
bifasicos, os quais podem ser formados em
meio aquoso com teor de dgua superior a 50%
(m/m) nas fases coexistentes. Duas outras
possibilidades surgem quando a premissa
de elevado teor de dgua ¢ quebrada surge os
sistemas bifésicos, ou quando ha a substitui¢do
integral da 4gua por etanol dando origem aos
sistemas etanolicos bifasicos. Neste sentido,
apresenta-se aqui o arcabouco tedrico da
formagao dos sistemas e seus diagramas,
seguido da aplicagdo no particionamento,
concentragao e purificagdo de diferentes
biomoléculas com aplicagdo na industria
farmacéutica.
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T1INTROCUGAD

111 Sistemas Aquosos Bifdsicos

Sistema Aquoso Bifasico (SAB) pode ser definido como um
procedimento de separagio, concentracao e purificacio de moléculas
baseado no equilibrio liquido-liquido, no qual um par de constituintes
solubilizados em agua siao misturados acima de uma concentragdo
critica, e separam-se em duas fases (Figura 7.1). As fases de topo e fundo
coexistente sdo compostas pelos trés constituintes, contudo um desses
apresenta em maior concentragao.

Figura 7.1. Formagao dos sistemas aquosos bifasico

Constituinte 1 Equilibrie Termodinimics

Hnmng'-mizlcio Separagho de Fase

Os diagramas de fases oferecem informagdes acerca da
concentragdo de constituintes necessaria para a separacdo das fases a
um dado valor de pH e temperatura. Estes diagramas (Figura 7.2) sao
compostos pela curva binodal, obtida pela unido das composi¢coes da
fase de topo (ponto T) e fase de fundo (ponto F) oriundos da separagdo
de fases para uma composi¢ao de mistura (ponto M) especifica. A unido
dos pontos T-M-F forma a linha de amarragado (TL, do inglés tie-line),
as quais devem ser paralelas. Quanto mais afastado da origem do eixo
maior a drea bifasica e maior o comprimento da linha de amarragéo
(TLL, do inglés tie line lenght). Quanto maior o comprimento da linha
de amarragdo maior sera a diferenca de composicdo entre as fases de
topo e fundo, entretanto quando essas composigdes sdo semelhantes
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tempos o ponto critico (PC). Sobre uma mesma linha de amarragao,
as composi¢oes das fases de topo e de fundo serdo similares entre si,
contudo os volumes de cada fase serao diferentes.

Figura 7.2. Representagdo triangular (a) e cartesiana (b) para os diagramas
de fases.
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Para a determinagdo da curva binodal pode-se usar algumas
metodologias. Destacamos aquelas que determinam a composigdo dos
constituintes na fase de topo e de fundo, seguida da construgao grafica
e a binodal representada pela ligacdo dos pontos. A outra metodologia
denominada de ponto de turvagdo (do inglés cloud point) baseia-
se na aplicacao de gota a gota do constituinte que atua como agente
salting-out na solugdo do outro componente até a percep¢ao de uma
turvacao (area bifasico) e depois desturvagdo gota a gota com agua (area
monofasica). O processo é repetido tantas vezes quanto possivel para
formar a curva binodal. Uma vez determinados os pontos da curva
binodal, algumas correlagdes empiricas sao utilizadas para ajustar os
pontos experimentais, como apresentada na Tabela 7.1:

o
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Tabela 7.1. Correlagoes para determinagdo das curvas binodais

Correlagdo Pardmetros de ajuste Referéncia
¥ = A x exp(BX%5 — CX3) ABecC Merchuck et al., 1998
Y=y + W a,b,xev Tubio et al., 2009
Y =A+BX + CX05 ABecC Regupathi et al., 2009
¥ =Ax BX% 4+ CX + DX*? Hu et al., 2003
Y=AxBX+CX*+DXx® A, B, CeD Saravanan et al., 2006

Y and X sdo as concentragdes dos constituintes mais encontrados na
fase de topo e fundo, respectivamente

Para a construgdo das linhas de amarra¢do, pontos sdo
previamente determinados na regido bifasica de cada curva binodal.
Assim, os constituintes do sistema sdo pesados, posteriormente agitadas
vigorosamente e centrifugados. Apods o estagio de equilibrio, as fases
tornaram-se claras e a interface bem definida. Por fim, ambas as fases
sao separadas, pesadas e seus volumes determinados. A determinagédo
da linha de amarragdo é realizada resolvendo o seguinte sistema de
quatro equagdes (Equagoes 7.1- 7.4):

[¥] + = A x exp(B[X]+") — (C[X]1)

(7.1)

[V] & = A x exp(B[X]g*) — (C[X]3) (7.2)
— (Fwy _ (1=

Xlr= ,JM) ( = ) (X]a (7.3)

Y]+ = (%) - (1;”) [¥]g (7.4)
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As TLL podem estar correlacionadas as massas das fases e sdo
determinados pela equagédo 7.5.

TLL = /(Y7 — Y¢)? + (Xp — Xp)? (75)

Quando o trabalho experimental para determina¢ao das TLs ¢é
bem executado, estas apresentam-se paralelas e, portanto, a inclinagao
da linha de amarracao (do inglés slope tie-line) é constante e segue a
equagao 7.6.

Yr—Y¥p AY
STL =1E 2
Xr—Xp AKX (7 6)

Aires-Barros e colaboradores aplicaram a andlise de forga,
oportunidades, fraquezas e ameagas (fofa, do inglés strenghts, weakness,
opportunites and threats - swot) para a aplicagio na separacao
industrial, cujos destaques encontram-se na Figura 7.3. As for¢as do
SAB estdo inicialmente associadas a possibilidade de integrar o processo
a outros procedimentos operacionais como extra¢des (upstream)
e passos de purifica¢io como precipitagdo, didlise, microfiltracdo e
cromatografia (downstream). Para tanto, vantagens adicionais como a
biocompatibilidade devidoaoalto contetido de 4guanasfases coexistentes
fornecendo um ambiente compativel ao ambiente biolégico (Johansson
et al, 1998). A seletividade destes sistemas pode ser aumentada pela
adequada escolha dos diferentes pares de constituintes (Chao et al,
2010), adigdo de adjuvantes ao processo (Rosario et al, 2019), e ainda
pela utiliza¢ao de ligantes seletivos que favorece a migragdo da molécula
alvo para uma das fases (Ruiz-Ruiz et al, 2012).
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Figura 7.3. Apresentacdo resumida das for¢a, oportunidades, fraquezas e
ameagas para processos de downstream de biomoléculas utilizando SAB.
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Um numero expressivo de pares de constituintes é capaz de gerar
SAB, os quais podemos classificar como sistemas tradicionais e os nao
convencionais como mostra a Figura

Figura 7.4. Classificagao dos Sistemas Aquosos Bifasicos quanto a
tradicionalidade dos constituintes
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Os pares de constituintes tradicionais sio os formados por
polimero-polimero tais como Dextrana + Ucon (Madeira et al., 2008)
e dextrana + polietilenoglicol - PEG (Grohman et al, 1995), contudo,
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desvantagens como o custo e a viscosidade da dextrana possibilitou a
substituicao de um deles por um polimero sintético como o sistema
baseado em polimero-sais como por exemplo PEG + fosfato (Lei et
al, 1990). Desde 2003, a literatura vem demonstrando a possibilidade
de formacdo de sistemas utilizando liquidos i6nicos — LI (Gutowski
et al, 2003) e solventes eutéticos profundos — do inglés deep eutectic
solventes - DES (Zeng et al., 2014). Os liquidos ionicos caracterizam-se
como solventes alternativos que apresentam ponto de fusdo abaixo de
100 °C. Estes compostos sao formados por cations (familia cationica -
imidazdlio, piridinio, piperidinio, piperidinio, amonio, fosfénio, entre
outros) com cadeia alquilica de ampla variedade (costumeiramente
C,a C), e por um anion organico (acetato) ou inorganico (cloreto,
brometo, etc.), que apresentam interessante propriedades como a
negligenciavel volatilidade e nao inflamabilidade (Freire et al, 2012).
Os sistemas ndo tradicionais baseados em LI foram amplamente
estudados na literatura devido a maior variedade de possibilidades
de formacdo de estruturas diferentes decorrentes da combinacio de
cations e anions (10" possibilidades) associadas a possibilidade de
ajustes de suas propriedades como polaridade e hidrofobicidade, as
necessidades do sistema, o que confere a este solvente a denominagéo
e designer solventes. Ja os DES estdo na classe de solventes emergentes
relacionados aos liquidos idnicos, que foram primeiramente observados
por Abbott et al (2003) ao misturar cloreto de colina sélido (ponto de
fusdo, T, = 302 °C) com ureia cristalina (T, = 133 ° C) na proporgio 1:2,
observando uma depressao profunda do ponto de fusdo (12 °C).

A produg¢ao mundial de artigos cientificos recuperados na base
de dados Scopus usando o descritor em inglés “Aqueous two-phase
system” entre 2000-2022 foi de 53.867 artigos dos quais 39.968 foram
publicados no intervalo de 2010 a 2022. Deste total, 28,6% referenciam a
utilizacao de liquidos i6nicos (2010 a 2022), passando para 31,4% entre
2010 a 2022 e praticamente constante nos ultimos anos 32,4% (2015 a
2022). Portanto, observa-se a importancia deste solvente na publicacao
mundial de artigos sobre sistemas aquosos bifasicos.
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112 Sistemas Aquosos Bifdsicos Micelares

Os Sistemas aquosos bifasicos micelares (SABM), possuem um
grande potencial na separa¢ao de biocompostos. Os SABM sao formados
quando combinamos surfactantes e dgua/sais; isso ocorre quando os
surfactantes sdo adicionados em determinadas concentragoes (acima da
concentragao micelar critica- CMC) e submetidos a temperatura. Dessa
forma, obtém-se duas fases liquidas macroscopicamente, na qual uma
fase rica em surfactante ira estar em equilibrio com outra fase liquida
pobre em surfactante (Figura 7.5) (Vicente et al, 2017).

Figura 7.5. Representagdo esquematica da formagao de um SABM.
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Assim, esse processo ocorre acima de uma temperatura que
denominamos como cloud point. As temperaturas de cloud point
formam a curva de coexisténcia (Figura 7.6) que correspondem o limite
entre a regido monofasica e bifasica do sistema (Vicente et al,, 2017).
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Figura 7.6. Representacdo grafica da curva de coexisténcia para um
SABM. Acima da curva de coexisténcia exibe duas fases macroscépicas
e abaixo apenas uma tnica fase.
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Tais sistemas possuem algumas particularidades, uma delas é
que necessitam apenas de um surfactante e agua para serem formados,
tornando o processo mais verde e mais biocompativel do que os processos
de extragdo liquido-liquido, baseados em solventes organicos. Além
disso, possuem baixo custo, alto fator de recuperagao, preservagiao das
propriedades bioldgicas da molécula alvo, e também possuem capacidade
de manipular o sistema, visto que possuem uma diferenca significativa de
polaridade entre as fases (Torres et al,, 2017; Cordisco et al, 2016).

113 Sistemas Bifdsicos

Industrialmente, a aplicagio dos SAB néo ¢é efetiva devido aos
custos associados com os constituintes das fases, bem como o manuseio,
descarte e pos-uso desses componentes (Rosa et al, 2011). Alguns
artigos vém trabalhando com a possibilidade de reciclar os liquidos
ionicos das fases por aplicacdo do conhecimento de suas propriedades
como a solubilidade e hidrofobicidade. Essa necessidade de reciclo
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também é sustentada pelas questdes ambientais e ndo acumular este
constituinte em correntes de efluentes. Freire et al (2012) utiliza solucao
aquosa de carbonato de sddio para recuperar e reciclar o liquido idnico.
Enquanto Jiang et al. (2007) utilizam um segundo liquido ionico para
fazer a separacdo das fases remover a penicilina e recupera o liquido
ionico. Contudo, esses processos sio mais complexos, necessitando
ainda de maior volume de estudos.

Para suplantar essa desvantagem, alguns autores propuseram
sistemas formados por solventes organicos (alcoois — metanol, etanol,
1-propanol e 2-propanol; acetonitrila, tetrahidrofurano, dentre outros)
combinados com sais (Reis et al, 2012); carboidratos (Cardoso et
al, 2013; Souza et al, 2017), polidis (Cardoso et al, 2014; Souza et
al, 2016), polimeros (Cardoso et al, 2015) e liquidos ionicos (Souza
et al, 2015; Santos et al, 2016; Souza et al, 2018; Placido et al, 2018;
Camelo et al, 2020). Contudo, a premissa de se ter 50% de agua em
cada fase coexistente nao é observada para todos os pontos de mistura,
como apresentado na Tabela 7.1 de composi¢do para sistema formados
por etanol + sais de fosfato + agua a 25°C e pressao atmosférica. Neste
exemplo apenas o sistema etanol (29,92 %, m/m) + K,PO, (14,95 %,
m/m) + H,0 (55,13 %, m/m) e etanol (24,84 %, m/m) + K,PO, (14,87 %,
m/m) + H O (60,29 %, m/m) podem ser denominados de aquosos, nos
demais a premissa ndo é cumprida, portanto podemos denomina-los
apenas de sistemas bifésicos.
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Tabela 7.2. Composicdo de fases para sistemas etanol + sais de fosfato +
agua a 25°C e pressdo atmosférica.

Ponto de Mistura Fase de Topo Fase de Fundo

Sal [Etanol] [Sal] [H.0] [Etanol]  [Sall [H.O]l  [Etanol] [Sal] [H:0]

K:PO, 29,92 14,95 55,13 45,52 449 52,99 12,17 25,70 358,13
34,81 20,52 44,67 60,74 1,27 37,99 8,10 40,35 51,35
29,65 2044 4591 33,30 2,22 44,8 9,62 35,87 54,31

KH:PO, 24,84 14,87 60,29 33,48 6,86 59,66 9,15 29,43 61,42
35,01 15,84 45,15 39,34 151 38,75 3,73 41,4 52,87

Tampao 39,92 15,97 40,11 37,73 3,06 35,21 8,43 45,828 41,69
45,02 15,94 35,04 66,09 19 32,01 8,07 51,58 40,35

Tampéo: KH,PO,/K HPO,. Fonte: Reis et al., 2012

114 Sistemas Etandlicos Bifdsicos

OsSABstém como caracteristicaaelevadahidrofilicidade, portanto
aplicados nas separagdes de moléculas com afinidade para agua. As
moléculas alvo com caracteristica hidrofobica podem ser aplicadas nos
SAB em pequenas quantidades para evitar sua precipitacdo na interface
do sistema. Algumas alternativas puderam ser empregadas ao longo dos
aos como a adi¢ao de sais como NaCl ao sistema, permitindo o aumento
da diferenga de hidrofobicidade entres as fases (Lee e Sandler, 1990).

Outro caminho ¢ a funcionalizacdo do polimero como o PEG
proposta por Jiang et al (2009), apresentada na Figura 7.7. Neste
caso, o polimero pode ter suas caracteristicas aumentada (PEG-Acido
Carboxilico - PE-C), ou adquirir caracteristicas hidrofébicas (PEG-
imidazolio - PEG-I). Nos SABs formado por Polimero ou LI + Na,PO,,
o sal atua como o agente salting-out. Portanto, o sistema que tem area
bifasica maior é formado pelo constituinte mais hidrofébico. Percebe-se
que, em comparagdo com o sistema utilizando PEG, a funcionalizag¢ao
PEG-C tem darea bifasica menor enquanto a um deslocamento da curva
binodal em dire¢do a origem quando utiliza-se a funcionalizagdo PEG-I.
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Figura 7.7. Funcionaliza¢ao da estrutura do polietilenoglicol e sua
correspondente influéncia na formagao de sistemas bifasicos.
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Fonte: Jiang et al, 2009

Recentemente, o grupo de Lima e colaboradores (Buarque
et al, 2021) substituiu integralmente a agua do sistema por etanol,
criando um sistema isento de dgua e nomeado por sistema etandlico
bifasico (SEB). O SEB consiste em duas fases etanolicas imisciveis
formadas pela dissolu¢do de dois componentes em etanol e acima de
concentragdes especificas sofre desmistificagdo liquido-liquido. Assim,
os SEBs aparecem como alternativas sustentaveis e biocompativeis para
processos de extrac¢do liquido-liquido mais convencionais, bem como
viabilidade de expansdo e capacidade de integracdo de processos. Este
sistema pode ser usado como uma técnica para a separagao, purificagao
e recuperacao de diferentes biomoléculas hidrofébicas. Buarque et al.
(2021) relataram sistemas formados por PPG + etilenoglicdis + etanol
e PPG + LI + etanol a 25°C e pressao atmosférica. A constitui¢ao destes
sistemas ¢ a grande limitacao pois os constituintes mais utilizados no
SAB ndo sdo ou sdo pouco soliveis em etanol. A representagdo pode
ser realizada em sistemas triangulares ou cartesianos, e as defini¢des
aplicadas para SAB podem também aqui ser utilizadas. Os sistemas
propostos foram capazes de particionar seletivamente biomoléculas
de caracteristicas antagdnicas como a bixina (modelo hidrofébico) e o
acido ascorbico (modelo hidrofilico). A bixina migrou em sua totalidade
para a fase de topo, enquanto que o acido ascdrbico foi quantificado em
maior concentragdo na fase de fundo.
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72 PARTICAD £ PURIFICAGAD DE BIOATIVOS

A utilizagdo de moléculasbioativas tem demandado grandes esfor¢os
para a sua extragao e subsequente purificagdo. Varios procedimentos tém
sido empregados como a precipitagdo (Villanueva-Bermejo et al, 2017),
cromatografia (Vichapong et al, 2010) e os sistemas bifasicos (Oliveira
et al, 2018). E preciso estar em mente que a escolha de um processo de
purifica¢do deve levar em conta a manutencdo da atividade biologica do
bioativo. Vale ressaltar que o grau de purificagao desejado esta associado a
aplica¢ao do produto. O impacto do custo total no processo de producao
depende expressivamente do tipo de produto que se quer obter e da
concentragdo de produto obtida ao final do processo. Para uso técnico e
industrial, as disponiveis no mercado sdo preparagdes pouco purificadas,
mas para uso farmacéutico e analitico é necessario obter preparagdes
com alto grau de pureza, e normalmente representam até 80% dos custos
operacionais (Molino et al, 2013). A ideia fundamental a respeito dos
processos de purificagdo é que além de obtencdo de altos percentuais de
pureza ele precisa ser simples e de baixo custo para ter viabilidade técnica
e financeira, sendo que isso nem sempre é possivel. Assim, a realiza¢ao
de estudos visando o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas para
extragdo e purificagao de biocompostos tem se intensificado com o intuito
de atender a crescente demanda do setor industrial (Soares et al, 2015).

Alguns parametros sao utilizados para avaliar a particdo e a
purificagao de biomoléculas. Dentre eles destacam-se o coeficiente de
particdo (K) que é determinado através da razao entre a concentragdo
de cada biomolécula nas fases de topo e fundo dos sistemas, conforme
descrito na equagao 7.7. A eficiéncia da extragdo (EE%) que é definida
como a fragdo entre a concentragdo da biomolécula na fase no qual é
preferencialmente particionada (topo ou fundo) pela mistura total,
equagdo 7.8 e 7.9. A seletividade (S) que é definida como a razao entre
o coeficiente de particao (K) de duas biomoléculas (equagdo 7.10) e o
fator de purificagao no qual é definido pela razdo entre a concentragao
da biomolécula na fase para qual é particionada pela concentragao
especifica presente no extrato bruto (equagao 7.11 e 7.12).
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onde: C_eC_éaconcentra¢iono topo e no fundo, respectivamente.
V. e V, é o volume no topo e no fundo, respectivamente. CE ¢é
a concentragdo especifica, C representa a concentragio da
iomol
biomolécula, C_ € a concentragdo de contaminantes presentes no
extrato e os subscritos T e E sdo indicativos do topo e extrato bruto
preveniente da biomassa, respectivamente.

Uma vez que se conhecem esses pardmetros, alguns exemplos de
aplicagoes de particionamento e purificagdo de diferentes biomoléculas
com potencial paraaplicagdo naindustria farmacéutica vaiser apresentado.
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12,1 Particao e Purificacao de Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos constituem um dos grupos de substéancias
mais numerosos e amplamente distribuidos no reino vegetal, com
mais de 10.000 estruturas quimicamente heterogéneas (Aludatt et al,
2017). Os fendlicos sdao um grupo de compostos bastante presentes
no dia, a dia, ja que muito do sabor, odor e coloragdo de diversos
vegetais sao gerados por estes, podendo também ser divididos em dois
grandes grupos: os flavonoides e ndo flavonoides (Paz et al, 2015). Os
flavonoides sdo formados por dois anéis aromaticos unidos por um
heterociclo oxigenado. Encontram-se geralmente ligados a agucares,
formando glicosideos (Alberti et al,, 2017). Os acidos fendlicos (ndo
flavonoides) caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/
ou metoxila na molécula (Giada, 2013). Pesquisas tém demonstrado
que os compostos fenodlicos apresentam grande interesse nutricional
por contribuir com propriedades anticancerigenas, antioxidante,
hipoglicémico, efeitos cardioprotetores e vasodilatadores, hipolipidico
e anti-inflamatdrio, ja que estdo relacionados com a capacidade
antioxidativa (Belmiro et al, 2017).

Alguns estudos demonstraram que SAB, formados com diferentes
composigoes, tém sido aplicados a extragdo e purificagdo de um grande
nimero de compostos fenolicos, incluindo vanilina, acido ascorbico,
rutina, acido galico e antocianinas. Trés fenomenos distintos sdo
capazes de interferir nos resultados de particdo desses bioativos como,
solubilidade das mesmas em cada uma das fases, o efeito salting-oute o
efeito do pH (Reis et al, 2012; Reis et al,, 2014; Reis et al,, 2015). Diversos
trabalhos tem sido publicados na literatura para extra¢do e purificagdo
de fenolicos, por exemplo, Reis et al. (2014) extrairam rutina a partir de
residuos de acerola por SAB utilizando um sistema composto por alcool
e sais. O maior coeficiente de particdo (51,47) e eficiéncia de extragdo
(98,64%) foram obtidos em SAB composto por 1-propanol + K. HPO,/
KH,PO,. Tan et al. (2014) separaram e purificaram 4cido clorogénico
(CGA), a partir da folha de rami (Boehmeria nivea), utilizando SAB
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composto por etanol e NaH PO,. Os resultados mostraram que o
CGA migrou, preferencialmente, para a fase rica em alcool com um
rendimento de 95,76% a pH 3,29.

Com o intuito de extrair a vanilina utilizando SAB baseados
em acetonitrila, Cardoso et al (2014 e 2015) abordou o potencial
de formagao de SAB composto de poliodis (glicerol, eritritol, xilitol,
sorbitol e maltitol) e polivinilalcool - PVA (9000-10.000, 13.000-
23.000, 31.000-50.000). Os resultados mostraram que a vanilina
migrou para a fase rica em acetonitrila com recuperagao acima de 89%
para SAB formado por polidis e de 79% para sistemas formado por
PVA (Cardoso et al. 2014 e Cardoso et al. 2015).

Santos et al. (2016) na recuperagdo da capsaicina da Capsicum
frutescences aplicouum SAB composto poracetonitrila eliquidosionicos
baseados em sais de colina. No particionamento a capsaicina migrou
para a fase de topo rica em acetonitrila, onde alcangaram uma eficiéncia
de extracdo e um fator de purificagido de 91% e 3,2, respectivamente.
Oliveira et al. (2018) conseguiram formar SABs baseados em acetonitrila
e polivinilpirrolidina (PVP) visando o particionamento de 3 moléculas,
o cloridrato de cianidina 3-O-glucoside, acido galico e quercetina. Os
autores observaram que o acido galico e a quercetina migraram para
a fase rica em PVP, a cianidina migrou para a fase rica em acetonitrila
(96% de eficiéncia de extra¢ao). Wang et al. (2016) estudaram um SAB
composto por liquidos ionicos a base de colina e K3PO4 para extrair e
purificar flavonoides. As condigdes 6timas do sistema resultaram num
rendimento de 1,33% e uma purificaciao de 20 vezes de flavonoides total.

Apesar dos SAB ter sido amplamente estudados, o aumento de escala
ainda apresenta dificuldades em manter os altos rendimentos e os niveis
de pureza obtidos em escala laboratoriais. Para este fim, a cromatografia
de parti¢ao centrifuga (CPC) pode melhorar a resolu¢do das separagoes
e SAB em processos escalaveis para grandes taxas de fluxo. CPC é capaz
de melhorar o desempenho da purificagdo em fluxo continuo, além de
permitir a separagdo de moléculas estruturalmente semelhantes em um
regime continuo. Esta tecnologia cromatografica a jusante opera com
fases liquidas estacionarias e moveis, no qual corresponde as duas fases
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do SAB. A fase estacionaria é imobilizada por uma forte for¢a centrifuga
enquanto a fase mével é bombeada através da fase estacionaria, permitindo
um processo de separagdo em varios estagios pela parti¢do continua das
biomoléculas entre as duas fases (Santos et al, 2018; Santos et al, 2019;
Lima et al, 2021; Soares et al,, 2021).

Santos et al. (2018) relatou o uso de CPC para separagao de
diferentes compostos fendlicos (acidos caféico, fertlico e protocatectiico;
vanilina e siringaldeido), utilizando SAB baseados em polimero. Por fim,
a recuperacdo dos compostos fenolicos foi entre 65 e 87%, uma pureza
de até 95%, além de altos valores de seletividades. Lima et al (2021)
demostraram o uso de CPC em SAB baseados em liquidos i6nicos para
extrair e purificar antocianinas a partir do bagago de uva. Os autores
observaram que através de SAB foi encontrado uma purificagdo de
23,9 para esta biomolécula. Contudo, ao se usar o CPC a purificagao
de antocianinas aumentou para 44,9. Esses resultados sugerem o uso
potencial de CPC para purificar de biomoléculas.

Os sistemas aquosos bifasicos micelares (SABM) também
vem sendo amplamente aplicados para obtengdo de compostos
antioxidantes. Alguns trabalhos tem sido relatados na literatura para
extracao e purificagdo de compostos fendlicos a partir destes sistemas,
por exemplo Lee et al. (2019), realizou extragdo de compostos fenolicos
totais a partir das folhas de mamao, utilizando SABM baseado na série
dos Pluronic (L-121, L-81, L-61 e L31). Dos surfactantes investigados
o Pluronic L-121 foi que mostrou a temperatura de cloud point mais
baixa, seguindo do Pluronic L-81, Pluronic L-61 e Pluronic L-31. No
particionamento desses sistemas foi observado que os compostos
fenolicos migraram preferencialmente para fase rica em surfactante.

Padilha et al (2018), desenvolveu um estudo para observar o
potencial de separagao de polifenois (acido galico, quercetina, catequina,
acido vanilico, acido siringico e vanilina) em residuos industriais de
camu-camu baseado na extragdo no ponto de nuvem. Nesse sistema,
foi aplicado um surfactante nao idnico (Triton X- 114) e sal cloreto de
sodio, esse sistema permitiu concentrar os polifenois na fase rica em
surfactante, obtendo uma eficiéncia de extracio maxima de 95,71%.
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Desse modo, os autores concluiram que a técnica é eficiente para
extragdo de residuos agroindustriais por ser simples, de baixo custo e ter
uma eficiéncia de extragdo elevada. Leite et al. (2018), aplicou o SABM
para extrair a clorofila das folhas de espinafre utilizando o surfactante
ndo ionico. Os autores utilizaram planejamento experimental para obter
a melhor condigdo de extracio, alcancando a um rendimento maximo
de 0,94 mg/g. Apds a etapa da extragdo, o extrato livre foi submetido a
temperatura que promoveu a separacdo das fases. Posteriormente foi
verificado, que a clorofila migrou para fase rica em surfactante e obteve
uma recuperagdo de 97%. Logo, os autores confirmaram o potencial
dessa técnica para extragao de biocompostos hidrofébicos com aplicagdo
na area de cosmética e nutracéuticas.

Gomes et al. (2020), desenvolveu um processo integrativo para
obtencdo de dois compostos antioxidantes (clorofila, compostos
fendlicos totais e acido rosmarinico) a partir da folha de alecrim. Nesse
estudo foi aplicado técnica de extragdo com agitacdo e purificagdo
utilizando SABM (Sistema aquoso bifasico micelar) e SAB (Sistema
aquoso bifasico). A purificagdo da clorofila foi obtida através do SABM
baseado em tampao fosfato e Triton X-100, os resultados mostraram
uma concentra¢do maxima da biomolécula de 3,7 vezes na fase rica
em surfactante. J& o acido rosmarinico foi purificado utilizando o
SAB baseado em solvente organico e K3PO4, para todos os sistemas
estudados a biomolécula migrou totalmente para fase que contém
solvente. O maior fator de purificagdo foi encontrado usando o sistema
com base em acetonitrila (50% em peso) + K,PO, (20% em peso).

12.2 Particdo e Concentracao de Hormanios Femininos

Os hormoénios podem ser naturais (estrogénios, andrdgenos e
progesterona) ou sintéticos. Os horménios naturais sdo substancias
biologicamente ativas sintetizadas pelo colesterol e excretadas por seres
humanos e animais (Guedes-Alonso et al., 2014). Hormonios sintéticos,
encontrados em farmacos, sao esteroides que tiveram suas estruturas
moleculares alteradas (Quinete et al, 2015). A intensa utilizacdo
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de hormonios deve-se ao consumo global de estrogénios que nos
ultimos 50 anos aumentou exponencialmente devido ao seu uso como
contraceptivos, terapias da menopausa, tratamento para alguns canceres
humanos e promotores de crescimento veterindrio (Silva et al, 2012).
Os estrogénios sdo atualmente considerados os medicamentos mais
prescritos no mundo (Guedes-Alonso et al,, 2014). Na espécie humana,
os hormonios podem causar alteragdo do sistema hormonal, presenca
de cancer nos testiculos, prostata e cancer de mama (Kabir et al, 2015).

Varias técnicas analiticas foram utilizadas para a determinagao
de hormonios sendo baseadas em cromatografia gasosa-espectroscopia
de massa (Caban et al, 2015), cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a massa (LC-MS / MS) (Guedes-Alonso et al, 2014). Vale
ressaltar que o baixo teor desses micropoluentes torna inviavel sua
identificagdo e quantificagdo, o que constitui uma grande desvantagem
na avaliacdo de sua persisténcia e seu impacto ambiental. Portanto,
requerem uma metodologia de concentra¢io, que normalmente
utiliza-se a extragdo em fase solida (Quinete et al, 2015). Assim, uma
alternativa a extragao e concentragao com vantagens significativas sobre
os métodos convencionais é o uso de sistemas aquosos bifasicos (SAB)
(Passos et al., 2012).

O alto desempenho do SAB como plataforma de extragdo e
concentragao ¢é apoiado por estudos ja publicados na literatura. Por
exemplo, Passos et al. (2012) estudaram a capacidade de varios liquidos
ionicos hidrofilicos combinados com o K,PO, como constituintes do
SAB para extraciao e concentragao de Bisfenol A (BPA). Eficiéncias de
extra¢ao de 100% (para a fase rica em LI) e fator de concentragdo de
100 vezes foram obtidas para o BPA a partir de urina humana. Estes
resultados reflete a baixa afinidade do BPA pela agua e pela preferéncia
do particionamento para fases mais hidrofébicas. Entretanto, as altas
eficiéncias de extragdo obtidas também sao um resultado direto da forte
capacidade de salga do K,PO,, o que leva a "exclusio” do BPA da fase
rica em sal inorgénico para a fase rica em liquido ionico.

Dinis et al. (2015) verificaram o uso de SAB compostos por
LIs e um sal organico biodegradavel como estratégia de extragdo e
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concentragdo para 17a-etinilestradiol (EE2) para posterior identificagdo
e quantificagdo em daguas residuais. Eficiéncias de extragdo de 100% e
um fato de concentragdo de 1000 vezes foram obtidas para a fase rica
em LI em sistemas formados por [C4mim][N(CN)2] + KNaC,H,O,,
o que confirma a hidrofobicidade desse composto (logKow = 4,15). A
metodologia proposta permite aumentar a concentragio de EE2 em
trés ordens de grandeza (de ng/L a pg/L) e, assim, superar os limites de
detec¢ao de equipamentos analiticos convencionais comumente usados
na analise e monitoramento de aguas residuais.

Diaz-Quiroz et al. (2020a) avaliaram a extragdo e concentragdo de
17pB-estradiol (E2) a partir de amostras de soro suino por diferentes SAB
formadosporliquidosionicosesal decitrato. O E2 migraaproximadamente
90% para a fase rica em LI no sistema composto por alanoato de colina
([Ch][Ala]) + citrato de sédio com um fator de concentracao de 6,6 foi
obtido para as amostras. Estes resultados sugerem que a interacao com
o liquido i6nico é considerada de maior importancia devido a maior
afinidade do E2 (log Kow = 4,01) para fases mais hidrofébicas. Em outro
estudo publicado por Diaz-Quiroz et al. (2020b) os autores demostraram
a capacidade de extrair E2 em SAB baseado em LI (alaninato de colina
- N11120OHAla) + surfactante (Triton X-100). Neste estudo o E2 migra
preferencialmente para a fase rica em surfactante, com uma eficiéncia
de extragdo proxima também de 90%, provavelmente devido a interaciao
com as porg¢des hidrofdbicas alifaticas do Triton X-100. De acordo com
o pH (> 11) e pKa, provavelmente o E2 estd na sua forma anidnica, e
assim, complexa¢ao de ions desempenhariam um papel fundamental,
juntamente com a ligacdo de hidrogénio, a interacdo de hidrofobicidade e
a ligacao por afinidade.

12.3 Particdo e Concentracao de Antibidticos e Antidepressivos

Antibidticos sdo substincias naturais (produzidas por fungos ou
bactérias) ou sintéticas, que atuam inibindo o crescimento ou causando
a morte de fungos ou bactérias (HUANG et al, 2020). Desde a sua
descoberta, os antibidticos (amoxicilina, cefalexina, ciprofloxacina,
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neomicina, azitromicina, doxiciclina, metronidazol, dentre diversos
outros) tém sido amplamente utilizados e sdo indispensaveis para
procedimentos médicos como cirurgia, transplante de 6rgaos e para
prevenir e tratar uma infinidade de doengas infecciosas, em humanos
e animais (Shin et al, 2020, Singh et al, 2020). Os antidepressivos
sao medicamentos amplamente utilizados no tratamento de doencas
psiquiatricas ou pisicoldgicas como, depressao, distirbios compulsivos,
transtorno do panico, ansiedade e fobia social (Schultz et al, 2008).
Os antidepressivos inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina
(cloridrato de fluoxetina, citalopram, cloridrato de paroxetina, cloridrato
de sertralina, fluvoxamina, escitalopram, dentre outros), correspondem
a mais de 80% do mercado de antidepressivos (Robert et al, 2017).
Outro antidepressivo bastante prescrito, tanto para humanos quanto
para animais é o cloridrato de amitriptilina, medicamento triciclico,
possui esse nome devido a presenca de trés anéis de carbono (Khan et
al., 2016, Rub et al,, 2020).

As técnicas utilizadas para garantir a detec¢do e extragdo de
contaminantes em baixas concentragdes em aguas possuem custo
elevado, tanto pela tecnologia aplicada aos equipamentos e operagao
dos mesmos, quanto pela preparagdo de amostras. Todas as técnicas
necessitam de amostras pré-concentradas para obten¢do de bons
resultados. Essas técnicas estdo fundamentadas em cromatografia
gasosa-espectroscopia de massa (GC-MS) (Caban et al, 2015),
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) (Verbinnen et al,
2010), cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de massa (LC-
MS / MS) (Sodré et al, 2010, Alonso et al, 2014). No entanto, como
uma alternativa a estas técnicas, o SAB pode ser utilizada e consiste em
uma tecnologia interessante de extragao, separagdo e recuperagao de
compostos em solu¢des aquosas.

O sistema etanol e 2-propanol (NH,),SO,, a recuperagdo e a
eficiéncia de extragdo para o antibidtico tetraciclina, podem atingir
30,03% e 87,70%, respectivamente em pH 1,52 e 0,50 g/mL (NH4)ZSO4.
A parti¢ao das moléculas alvo para a fase superior foi influenciada pelo
tipo de alcool, pela concentragdo de sal (efeito salting-out), pelo pH e
pela temperatura do sistema (Wang et al, 2010).
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O sistema formado por liquido i6nico (N ,,,OHAla) e triton-100,
demonstraram capacidade para extrair os seguintes antibidticos:
oxitetracilina, clortetraciclina, ciprofloxacina e enrofloxacina. A extragdo
das moléculas foi dependente da concentragao de sal (efeito salting-out),
e a adi¢ao de um surfactante cationico com adjuvante permitiu melhorar
os valores de extracdo a niveis superiores a 90% (Diaz-Quiroz et al,
2020b). Nos sistemas formados por liquidos i6nicos ([N, IBr; [N, ]
cL [p,,,)Br; [P,,, 1[MeSO,] e [P(,,,,),][Tos]) e sais (K,PO,; KH, PO, e
K HPO,) para extrair o antidepressivo cloridrato de amitripitilina (AMI),
concluiu-se que a particdo ocorre para a fase superior (rica em liquidos
ionicos) (log K > 0) com eficiéncias de extragdo muito altas, variando de
66 a 100%. O processo também demonstrou ser eficiente em relagdo a
recuperagdo do antidepressivo, para as etapas de extragao (92% < EE <
100%) e isolamento (95% < EE < 98,73%) (Zawadzki et al,, 2016).

7.3 CONCLUSOES

Os sistemas aqui apresentados nas suas diferentes formas de
apresentacdo: aquoso, aquoso micelar, bifasico e etandlico tém-se
mostrado versateis no tocante aos constituintes e versateis em relacao
as suas aplicagdes. Neste capitulo realizou-se um pequeno recorte
de aplicagdes dos sistemas bifasicos para separacdo, concentragio e
purificagdes de biomoléculas com potencial aplicagdo na industria
farmacéutica. Esses sistemas sdo em sua maioria biocompativeis
com as biomoléculas e possibilitam pouca ou nenhuma perda de
atividade bioldgica. Acrescenta-se aos sistemas a sua facilidade
de ampliacdo de escala e possibilidade de transitar por sistemas
hidrofébicos e hidrofilicos a depender da escolha dos constituintes.
Portanto, o levantamento de dados de equilibrio e experimentos de
particionamento, concentracdo e purificacdo sao uteis nas tomadas de
decisdo e escolha dos sistemas desejados.
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Por diversas razaes o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia em
biofdrmacos e fArmacos sintéticos tem sido apontado como um
aspecto dominante no Século XXI em relacdo ao impacto no progresso
social & econdmico da humanidade. Esse desenvolvimento encontra
diversos desafios ¢ oportunidades a serem enfrentados nessa drea do
conhecimento visando os beneffcios da biotecnologia aplicada
especialmente na drea dos cuidados com a Sadde. Destacamos nesse
campo de atividade as pesquisas & o projetos de processos na
producao de antibidticos & antivirais, fArmacos para o tratamento de
oencas imunoldgicas, medicamentos para doengas cardiovasculares
6 firmacos para o sistema nervoso central, sistema gastrointestinal e
tratamento do cancer além de analgésicos entre diverses outras.
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