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PROCESSOS DE SEPARAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PRODUTOS FARMACÊUTICOS

PREFÁCIO

Por diversas razões o desenvolvimento da ciência e da tecnologia 
em biofármacos e fármacos sintéticos tem sido apontado como um aspecto 
dominante no século XXI em relação ao impacto no progresso social 
e econômico da humanidade. Esse desenvolvimento encontra diversos 
desafios e oportunidades a serem enfrentados nessa área do conheci-
mento visando os benefícios da biotecnologia aplicada especialmente 
na área dos cuidados com a saúde. Destacamos nesse campo de atividade 
as pesquisas e o projetos de processos na produção de antibióticos e 
antivirais, fármacos para o tratamento de doenças imunológicas, medi-
camentos para doenças cardiovasculares e fármacos para o sistema 
nervoso central, sistema gastrointestinal e tratamento do câncer além 
de analgésicos entre diversos outros.

O alto valor agregado dos produtos já obtidos ou em elaboração 
atualmente tem demonstrado a importância de altos investimentos, 
com um retorno inegável para a sociedade e possibilitando evidente 
melhoria da qualidade de vida para a população das nações modernas. 
Devido às características de obtenção de misturas complexas oriundas 
de biorreatores e reatores químicos de síntese, é constatado na litera-
tura dessa área que as etapas de recuperação, separação e purificação 
de produtos farmacêuticos respondem geralmente por uma faixa de 
60% a 80% dos custos de produção. 

  A busca de novas tecnologias e métodos que incorporam recentes 
inovações em operações de separação acarreta melhorias consideráveis 
nos preços e qualidade dos medicamentos, que são intensamente 
requeridos. Desse modo o sucesso comercial dos produtos mencionados 
é altamente dependente dos métodos denominados de “downstream” e 
biosseparação. O estudo desses métodos é especialmente relevante na 
ampliação de escala dos processos de produção levando-se em conta as 
necessidades atuais no uso desses fármacos.
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Prefácio

O potencial de mercado e o aumento das diversas tendências na 
comercialização de biofármacos e de fármacos sintéticos são imensos. 
Considerando apenas as 10 maiores empresas farmacêuticas do mundo 
tem-se uma estimativa em 2020 de um valor de vendas totais de 800 
bilhões de dólares ao ano com lucros líquidos estimados em 150 bilhões 
de dólares ao ano. Os investimentos em pesquisa e desenvolvimento se 
situam geralmente em 25% do lucro líquido. 

A realidade atual dos principais métodos de divulgação das pesquisas, 
desenvolvimento e inovações em todas as áreas do conhecimento utiliza as   
publicações em artigos de periódicos e em patentes. Mesmo considerando 
a efetividade dos veículos citados, enfatizamos que a comunicação de resul-
tados com organização em formato de coletâneas de Capítulos dedicados à 
apresentação de resultados de modo didático ainda encontra espaço impor-
tante para a formação de recursos humanos no nosso país.

Um conjunto dos resultados apresentados nesse volume se refere à 
separação de moléculas quirais, que se distinguem em várias aplicações 
como fármacos. A área farmacêutica tem mostrado um número crescen-
temente importante de aplicações de separações cromatográficas quirais. 

Nos Capítulos 1, 2 e 3 são oferecidos estudos de casos da separação 
com o método cromatográfico contínuo que oferece a vantagem de fornecer 
os dois enantiômeros requeridos em quantidades adequadas para os testes 
clínicos comparativos, além de ser também largamente aplicado para 
fármacos que não são facilmente acessíveis por rotas enantioseletivas. 

O Capítulo 4 apresenta a separação cromatográfica dos enantiômeros 
do praziquantel em processo contínuo e em batelada. O praziquantel é 
utlizado no tratamento da esquistossomose. e se apresenta sob a forma 
de uma mistura racêmica onde apenas um dos seus enantiômeros possui 
ação farmacológica efetiva.

http://scholar.google.com.br/scholar_url?url=https://pantheon.ufrj.br/bitstream/11422/13866/1/LMGoulart.pdf&hl=en&sa=X&d=544381346955732255&ei=z-GvYJX2NbTZsQL21Yf4Dw&scisig=AAGBfm0d_npKi5lHVQUJ53DQO1mXEPUfIA&nossl=1&oi=scholaralrt&hist=icNzTHsAAAAJ:12608561358698032769:AAGBfm3IhBIcvRmcdNlxUi8gwTFCpFjE8A&html=&folt=cit&fols=
http://scholar.google.com.br/scholar_url?url=https://pantheon.ufrj.br/bitstream/11422/13866/1/LMGoulart.pdf&hl=en&sa=X&d=544381346955732255&ei=z-GvYJX2NbTZsQL21Yf4Dw&scisig=AAGBfm0d_npKi5lHVQUJ53DQO1mXEPUfIA&nossl=1&oi=scholaralrt&hist=icNzTHsAAAAJ:12608561358698032769:AAGBfm3IhBIcvRmcdNlxUi8gwTFCpFjE8A&html=&folt=cit&fols=
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No Capítulo 5 é realizado um estudo técnico-econômico para a 
purificação da uricase, que é uma enzima utilizada como biofármaco no 
tratamento e prevenção da gota, a qual é uma doença inflamatória que 
acomete sobretudo as articulações, São utilizadas duas técnicas de 
purificação distintas: cromatografia em contracorrente (CCC) e sistemas 
aquosos bifásicos.

O Capítulo 6 trata apresenta o estudo de processos de produção 
de biofármacos de acordo com o enfoque denominado Quality by Design 
(QbD ou “Qualidade por Projeto”). Inicialmente, serão explorados o 
contexto comercial e o cenário regulatório que levaram as principais 
agências reguladoras internacionais a promoverem QbD como estratégia 
de desenvolvimento de processos de produção de medicamentos.

 
No Capítulo 7 temos a técnica promissora dos sistemas aquosos 

bifásicos, os quais podem ser formados em meio aquoso com teor de 
água superior à 50% (m/m) nas fases coexistentes. Duas outras possibi-
lidades surgem quando a premissa de elevado teor de água é quebrada 
surge os sistemas bifásicos, ou quando há a substituição integral da água 
por etanol dando origem aos sistemas etanólicos bifásicos. Neste sentido, 
apresenta-se aqui o arcabouço teórico da formação dos sistemas e seus 
diagramas, seguido da aplicação no particionamento, concentração e 
purificação de diferentes biomoléculas com aplicação na indústria 
farmacêutica.

Um aspecto relevante dos fundamentos e metodologias que fazem 
parte dos diversos Capítulos mencionados é que poderão ser adaptados 
à separação e purificação de outras moléculas de interesse a partir de 
dados a serem obtidos em laboratório adaptados às características da 
nova mistura a ser abordada.

Os Organizadores
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Separação cromatográfica de produtos farmacêuticos: motivação e fundamentos#1

RESUMO

Apresentamos nesse capítulo a motivação, 
os principais fundamentos físico-
químicos relacionados à separação 

cromatográfica de fármacos quirais e a aplicação 
na separação dos enantiômeros do fármaco 
mitotano em coluna cromatográfica. Dentre 
os aspectos básicos para a compreensão 
do tema estão a adsorção e sua relação 
com a cromatografia, a descrição de fases 
estacionárias quirais e a aplicação de fases 
sólidas baseadas em sílica e polissacarídeos para 
a resolução enantiomérica efetiva do mitotano. 
É desenvolvida também a quantificação 
completa dessa separação visando a aplicação 
em processo cromatográfico preparativo. O 
domínio desses fundamentos enseja a extensão 
do método cromatográfico visando a ampliação 
da escala da separação com a utilização de 
processos contínuos com múltiplas colunas. 
Os aspectos quantitativos e tecnológicos 
da ampliação de escala serão explorados 
em capítulos adicionais dessa obra com a 
fundamentação dos processos de separação 
contínua e do estudo de casos de separação 
cromatográfica contínua incluindo também a 
resolução de outras misturas racêmicas. 
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PROCESSOS DE SEPARAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PRODUTOS FARMACÊUTICOS

1.1 INTROCUÇÃO

1.1.1 Princípios Gerais de Estereoquímica e Quiralidade

Considerando-se o campo das moléculas orgânicas, a denominação 
de isômeros (do grego iso = mesmo e meros = parte) foi cunhada em 
1806 em livro editado pelo químico Jons Jacob Berzelius, professor 
de medicina, farmácia e botânica no Instituto Karolinska da Suécia, 
após realizar uma síntese e observar compostos com mesma fórmula 
molecular, porém com propriedades químicas e físicas diferentes. 
Berzelius citou que, apesar da mesma composição química, os átomos 
estavam dispostos de maneira diferente em tais compostos. Na Tabela 
1.1 está apresentada uma classificação moderna dos tipos de isomeria e 
suas respectivas descrições.

Em 1812 o físico francês Jean Baptiste Biot observou que cristais 
de quartzo são hemiédricos, indicando que certas facetas dos cristais 
podem ser dispostas de modo a se obter espécies que não podem ser 
sobrepostas. O autor estendeu as observações para moléculas orgânicas 
em estado líquido e observou que moléculas de mesma fórmula química 
desviavam o plano de luz polarizada de forma diferente. As moléculas 
que desviam a luz polarizada para a esquerda (sentido anti-horário) são 
chamadas de levógiras e são identificadas com o sinal negativo (-), já as 
moléculas que desviam a luz polarizada para a direita (sentido horário) 
são denominadas dextrógiras, identificadas com o sinal positivo (+). O 
astrônomo britânico John Friedrich Heschel observou em 1822 uma 
relação entre o hemiedrismo e a rotação ótica e o cristalógrafo alemão 
Eilhard Mitscherlich anunciou em 1844 a descoberta que o tartarato de 
sódio e amônio e o paratartarato de sódio e amônio não apenas tinham 
a mesma fórmula química mas eram também idênticos em todos os 
aspectos, exceto um: as soluções do tartarato faziam o plano da luz 
polarizada girar para a direita, enquanto as soluções do paratartarato 
não exerciam efeito sobre a luz polarizada. Desse modo Mitscherlich 
criou um desafio para a explicação das suas observações que perdurou 
por mais de 4 anos.

https://pt.wikipedia.org/wiki/Farm%C3%A1cia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bot%C3%A2nica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Instituto_Karolinska
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Uma das principais contribuições de Louis Pasteur à ciência 
ocorreu em 1848 quando obteve sucesso na separação manual de 
cristais do sal tartarato de sódio e amônia nas formas (+) e (-) a partir 
da mistura racêmica. Os esquemas e fotografia originais dos sais estão 
mostrados na Figura 1.1.

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

Classificação Tipos Descrição

Is
om

er
ia

 C
on

st
itu

ci
on

al
 

(o
u 

iso
m

er
ia

 p
la

na
r)

Isomeria 

de cadeia
Os isômeros pertencem à mesma função 
orgânica, mas diferem no tipo de cadeia.

Isomeria 

de posição

Os isômeros pertencem à mesma função 
orgânica e possuem o mesmo tipo de 
cadeia, mas diferem na posição de um 
grupo funcional, de uma instauração ou 
de uma ramificação.

Isomeria 

de função
Os isômeros diferem quanto à função 
orgânica.

Isomeria de 
compensação

Os isômeros pertencem à mesma função 
orgânica e apresentam o mesmo tipo de 
cadeia, porém diferem na posição de um 
heteroátomo.

Tautomeria
Tipo especial de isomeria de função, na 
qual os isômeros coexistem em equilíbrio 
dinâmico em solução.

Is
om

er
ia

 e
sp

ac
ia

l

 (o
u 

Es
te

re
oi

so
m

er
ia

)

Isomeria 
geométrica

Tipo de isomeria que ocorre em alcenos 
e compostos cíclicos como resultado 
da orientação espacial dos substituintes 
ligados aos carbonos da ligação dupla ou 
pertencentes ao ciclo.

Isomeria óptica Os isômeros desviam o plano da luz 
polarizada de forma diferente.
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Pasteur verificou que a potência da rotação ótica 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 sódio e amônia. É importante observar que Biot, na 
época presidente da Academia de Ciências da França, solicitou a Pasteur 
que repetisse os experimentos no seu laboratório e em sua presença, o 
que pode ser considerada como a primeira revisão presencial de um 
trabalho científico. 

Figura 1.1. Esquema e fotos do trabalho original de Pasteur (1848) 
com cristais de tartarato de sódio e amônia com a forma levógira l (-) à 
esquerda e a forma destrógira d (+) à direita. A forma racêmica (+) (-) 
está na base da fotografia. Fonte: Adaptado de Kauffman e Myers, 1975.
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Pasteur verificou que a potência da rotação ótica 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 sódio e amônia pela presença das faces hemiédricas. 
É importante observar que Biot, na época presidente da Academia de 
Ciências da França, solicitou a Pasteur que repetisse os experimentos no 
seu laboratório e em sua presença, o que pode ser considerada como a 
primeira revisão presencial de um trabalho científico. 

Os símbolos (+) e (-) são utilizados para expressar uma mistura 
racêmica, formada por dois enantiômeros sem atividade óptica. Em 
contrapartida, os compostos opticamente ativos, que não são imagens 
especulares entre si, são designados diasteroisômeros. Outra identificação 
é dada pelos prefixos (R) ou (S). R (do latim rectus = direita) e S (do latim 
sinister = esquerda). Os estereoisômeros possuem orientação espacial 
dos átomos diferentes, mas idênticos arranjos de ligação conectando 
seus átomos. Enantiômeros são pares de estereoisômeros, portanto, não 
se sobrepõem e são chamados de compostos quirais.

Uma forma de reconhecer a existência de um par de enantiômeros 
é verificar se a molécula contém um átomo tetraédrico ao qual se 
ligam quatro diferentes átomos ou grupos de átomos. Este átomo 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 átomos diferentes ligados, que é uma 
das razões da quiralidade.
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1.1.2 Motivação à Separação de Enantiômeros

Moléculas quirais apresentam propriedades físico-químicas de 
extrema importância para a atividade terapêutica de fármacos e outras 
substâncias bioativas. Sistemas biológicos, por serem constituídos 
por moléculas quirais, realizam reconhecimento tridimensional de 
estereoisômeros de forma altamente eficaz, permitindo distinguir entre 
os enantiômeros de uma dada molécula, seja ela um fármaco ou um 
metabólito endógeno, levando em geral a respostas farmacológicas, 
biológicas ou terapêuticas distintas. O impacto da quiralidade das 
moléculas orgânicas repercute profundamente em áreas de interesse 
social e econômico, tais como no desenvolvimento de novos fármacos, 
aditivos alimentares e fragrâncias, por exemplo.

Alguns exemplos de diferenças nas propriedades dos enantiômeros 
estão apresentados na Tabela 1.2, podendo esse comportamento implicar 
em efeitos biológicos, e intensidades distintas, ou mesmo o seu efeito 
estar limitado a apenas um dos seus enantiômeros.

Desta forma, a pureza enantiomérica de novas moléculas sintéticas 
é fundamental na pesquisa e desenvolvimento de novas drogas. 
Portanto, enantiômeros de moléculas bioativas devem ser preparados 
e testados separadamente. Contrapondo-se à ideia de preparação 
química de um único estereoisômero bioativo (eutômero) por meio da 
catálise assimétrica, os estudos com novos fármacos frequentemente 
exigem a disponibilidade dos dois enantiômeros para estudos clínicos, 
conferindo aos métodos que permitem à preparação dos enantiômeros 
uma vantagem estratégica adicional.
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Tabela 1.2. Exemplos de diferenças na atividade de pares enantioméricos

Fármacos Estruturas dos Isômeros Efeitos

Penicilamina
Enantiômero (-): antiartrítico
Enantiômero (+): extremamente 
tóxico

Estrona
Enantiômero (+): hormona 
estrogênica
Enantiômero (-): inativo

Talidomida Enantiômero R: sedativo
Enantiômero S: teratogênico

Adrenalina Enantiômero (-): 20 vezes mais ativo

De posse destes conhecimentos, as agências reguladoras de 
medicamentos e alimentos começaram a se pronunciar sobre o 
assunto. Em 1992 a agência norte americana FDA (do inglês, Food 
and Drug Administration) publicou um documento intitulado FDA’s 
policy statement for the development of new stereoisomeric drugs 
(declaração da política para o Desenvolvimento de novos medicamentos 
estereoisoméricos). Em 1998 foi a vez da agência reguladora 
canadense, Health Canada, publicar seu posicionamento em um guia 
intitulado Stereochemical issues in chiral drug development (questões 
estereoquímica no desenvolvimento de medicamentos quirais). Apesar 
de divergirem em alguns aspectos, quatro pontos comuns são de extrema 
importância entre as recomendações: os desenvolvedores devem 
reconhecer a ocorrência de quiralidade em novos fármacos, tentar separar 
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os estereoisômeros, determinar a contribuição de cada estereoisômero para 
a atividade de interesse, e selecionar a forma estereoisomérica que será 
proposta para a comercialização (Zeid et al., 2011).

Ainda não há no Brasil legislação específica sobre fabricação e 
comercialização de fármacos quirais publicada pela Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (ANVISA), contudo se tem exigências relacionadas 
às características do insumo farmacêutico ativo (IFA). Estas exigências, 
a ANVISA solicita dados sobre a estereoquímica desses fármacos 
para aqueles que apresentam quiralidade. O principal dado cobrado 
é o teor dos estereoisômeros, quando a proporção dos mesmos possa 
comprometer a eficácia e a segurança do medicamento (Brasil, 2016).

Em virtude da necessidade de se conhecer a atuação individual dos 
enantiômeros nos organismos, e avaliar suas ações farmacológicas, surgiram 
nos últimos anos formas de se obter os fármacos enantiomericamente 
enriquecidos. As rotas para obtenção de enantiômeros separados podem 
ser classificadas em 4 grupos: semi-síntese quiral que utiliza compostos 
opticamente puros presentes na natureza, contendo o esqueleto básico do 
composto de interesse; separação da mistura racêmica; métodos de síntese 
assimétrica biológica; e, síntese química assimétrica. Dentre estes, o método 
de separação de misturas racêmicas em seus enantiômeros apresenta-
se como um campo em pleno desenvolvimento e com extraordinário 
potencial. Neste caso, os métodos cromatográficos apresentam-se como 
alternativa bastante viável e eficiente (Francotte, 2001).

1.1.3 Cromatografia para Separação de Enantiômeros

O campo farmacêutico tem mostrado um número expressivo 
de aplicações de separações cromatográficas quirais. A utilização de 
fases estacionárias quirais (FEQ), como ferramenta analítica para a 
determinação da composição de misturas enantioméricas em estudos 
biológicos e farmacocinéticos, é atualmente uma técnica bem estabelecida. 
No entanto, a aplicação do método na escala preparativa para a produção 
de materiais opticamente ativos, em quantidades suficientes para testes 
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biológicos, estudos toxicológicos e posteriormente, testes clínicos, está 
ganhando ampla aceitação. Com isso, o método cromatográfico oferece 
a vantagem de fornecer ambos enantiômeros requeridos para os testes 
comparativos, além de ser também largamente aplicado para drogas que 
não são facilmente acessíveis por uma rota sintética.

Durante a fase de testes preliminares de novas drogas quirais, 
a técnica de cromatografia permite acesso rápido aos enantiômeros 
puros e podem vantajosamente substituir a elaboração, frequentemente 
prolongada, de uma síntese enantioseletiva. Uma grande variedade de 
drogas racêmicas já tem sido separada em FEQs, cobrindo diferentes 
classes terapêuticas de compostos, tais como: analgésicos, tranquilizantes, 
diuréticos, anticonvulsivos e antineoplásicos.

1.2 FUNDAMENTOS

1.2.1 Isotermas de Adsorção

O estudo do equilíbrio de fases é a parte da termodinâmica que se 
preocupa com a composição de equilíbrio de duas fases e a influência de 
vários parâmetros nessa composição, como por exemplo temperatura e 
pressão segundo Guiochon et al. (1994). Para o caso de sistemas de fases 
usado em cromatografia líquida, uma das fases é a solução de eluição e 
a outra o sólido adsorvente.

A adequada simulação de um processo de separação cromatográfica 
requer, principalmente, informações confiáveis de como os componentes 
da mistura a serem separados se distribuirão, em condições de equilíbrio, 
entre a fase móvel e a fase estacionária. Este tipo de informação é obtido 
pelas isotermas de adsorção.
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Em geral, isotermas de adsorção podem ser determinadas apenas 
experimentalmente. Por esta razão, há atualmente um largo número 
de métodos experimentais disponíveis. Sua aplicação apropriada e 
eficiente ainda está longe de se tornar um trabalho de rotina. Decidir 
qual método é apropriado para determinar as isotermas de adsorção, 
para um problema específico de separação, é uma tarefa difícil, uma 
vez que não se trata de uma determinação direta da quantidade de 
soluto adsorvida e sim de considerações de equilíbrio. Normalmente, 
apenas as isotermas para um único soluto são determinadas por meio 
de experimentos e as isotermas competitivas são, então, preditas usando 
modelos de isotermas. No entanto, observa-se com frequência que os 
conceitos teóricos disponíveis oferecem apenas uma precisão limitada e 
a determinação experimental dos dados de equilíbrio multicomponente 
é recomendada. Um aspecto importante para escolher um método 
experimental satisfatório é, frequentemente, se e quanto dos componentes 
puros estão disponíveis para realizar as medidas segundo recomendação 
de Seidel-Morgenstern (2004).

1.2.2 Análise Frontal

É o método mais comumente utilizado para a determinação de 
isotermas, pela sua precisão e relativa simplicidade. Trata-se da análise 
das respostas de pulsos grandes (alta quantidade de soluto) aplicados ao 
sistema de separação.

Visando estabelecer as condições de operação do sistema de 
adsorção e eluição e o efeito da temperatura e da pressão no desempenho 
do sistema são necessários dados experimentais da cinética e da isoterma 
de adsorção a pressão atmosférica e a pressões elevadas. Na Figura 1.3 
é mostrado um diagrama das etapas de adsorção, lavagem e eluição e 
o esquema operacional de unidade experimental para a obtenção de 
dados pelo método da análise frontal.
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Figura 1.3. Esquema operacional de processo de adsorção e eluição em 
colunas para a obtenção da curva de ruptura e da isoterma de adsorção.

A determinação das isotermas de adsorção pelo método da análise 
frontal é o problema inverso comparado à predição das curvas de 
ruptura a partir de isotermas conhecidas. A teoria do equilíbrio torna-
se uma conveniente ferramenta para predizer características de tais 
curvas, como: concentração no platô intermediário e tempo de retenção 
das frentes de adsorção. Apenas esses dados precisam ser determinados 
experimentalmente para resolver o problema. Este conceito é aplicado 
como uma ferramenta padrão para determinar isotermas para um único 
soluto, a partir da dependência da concentração com o tempo de retenção 
na região frontal à curva de ruptura. Para isotermas multicomponentes, 
as curvas de ruptura também podem ser usadas, mas com algumas 
restrições. A curva de ruptura para uma mistura binária tem duas ondas 
separadas pelo platô intermediário como apresentado na Figura 1.4.
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Figura 1.4. Curva de ruptura para uma mistura binária com as indicações 
dos volumes de retenção e das concentrações nos estágios de uma eluição 
a uma dada concentração de alimentação.

Se a condição inicial para uma curva de ruptura é que a coluna esteja 
em equilíbrio com uma concentração finita de alimentação, os tempos 
de eluição dessas duas ondas dependem dessas concentrações iniciais. 
Assim, é necessário determinar também a composição da solução que 
está eluindo pela coluna durante o platô intermediário ou adotar como 
condição inicial o equilíbrio com a fase móvel pura, no caso de apenas o 
componente puro menos retido ser eluído durante o platô intermediário 
segundo a recomendação de Mihlbachler et al. (2002).
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Para determinar vários pontos da isoterma, são realizadas sucessivas 
mudanças na concentração de alimentação da coluna, resultando em 
diferentes curvas de ruptura. Os dados experimentais resultantes são 
usados na Equação 1.1.

( ) ( ) ( ) ( )
ads

a,ipi,ia,ib,io
i V

cc.VVcc.VV
q

−−−−−
= ++ 12121     

    (1.1)

onde: V0, V1, V1+2 e Vads são o volume morto do sistema, volume 
de retenção da primeira e da segunda frentes de adsorção e volume 
de adsorvente presente na coluna, respectivamente. ci,a e ci,b são as 
concentrações do componente i na alimentação da coluna em equilíbrio 
inicialmente (anterior a t = 0) e atrás da segunda frente de adsorção (platô 
superior). ci,pi é a concentração do componente i no platô intermediário. 

Para os dados experimentais em colunas, o balanço de massa 
é representado pela equação 1.2, resultante do cálculo da massa 
adsorvida pela integração da curva de ruptura. Esse procedimento está 
esquematizado na Figura 1.5.

           
(1.2)

onde mads é a massa de adsorvente, C0 a concentração inicial , Vm é o 
volume morto, Vf é o volume final e q é a quantidade de soluto adsorvido.



27

PROCESSOS DE SEPARAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PRODUTOS FARMACÊUTICOS

Figura 1.5. Obtenção da quantidade adsorvida na fase sólida no processo 
de adsorção por integração da área indicada.

1.2.3 Modelos de Isotermas de Adsorção

1.2.3.1. Modelo Linear

Caso a concentração dos solutos na fase móvel seja baixa, o 
equilíbrio de adsorção pode ser descrito por uma relação linear entre as 
concentrações nas fases estacionária e móvel (qi = Hei.ci, em que He se 
trata da constante de Henry para o componente i).

1.2.3.2. Modelo de Langmuir Competitivo

O modelo de Langmuir competitivo considera que o processo de 
adsorção acontece em uma superfície composta de um número fixo de 
sítios de adsorção de igual energia, uma molécula sendo adsorvida por 
sítio até que a cobertura da monocamada seja alcançada. Este modelo 
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é o mais frequentemente utilizado para descrever adsorção não-linear, 
embora seja assumido que é um modelo muito simples para informar 
a adsorção em fases estacionárias quirais. A isoterma de Langmuir 
corresponde a uma cinética de adsorção homogênea e é expressa 
matematicamente pela Equação 1.3.

21  ;
1 2211

* ,i
cbcb

cb
qq ii

si =
++

=       
    (1.3)

onde: qs é a capacidade de saturação da monocamada do 
adsorvente e bi é a constante de equilíbrio de adsorção ou coeficiente 
de distribuição. A constante de Henry (Hei) para o componente i é dada 
pelo produto qs.bi.

A isoterma de Langmuir é conveniente aplicável para análise 
quantitativa de processos de adsorção e tem uma base física, distintamente 
das equações empíricas, como o modelo de Freundlich, que não tem 
nenhuma justificativa teórica significante. A grande vantagem deste 
modelo é o pequeno número de parâmetros requeridos e a simplicidade 
de sua derivação. De fato, somente três parâmetros são necessários 
para descrever adsorção competitiva: duas constantes de equilíbrio e a 
capacidade de saturação.

1.2.3.3. Modelo de bi-Langmuir Competitivo

Quando enantiômeros são separados em uma FEQ, é esperado que 
a fase estacionária seja heterogênea, com uma distribuição de energia 
bimodal. O modelo de isoterma bi-Langmuir assume que a superfície 
da FEQ contém dois diferentes tipos de sítios: sítios não-seletivos, que 
retêm ambos os enantiômeros com a mesma energia de adsorção; e, 
sítios enantiosseletivos que interagem diferentemente com estes dois 
enantiômeros, ligando-se a eles com diferentes energias (com igual ou 
diferente capacidade de saturação). Assim, as constantes de equilíbrio 
dos dois enantiômeros nos sítios não-seletivos são iguais e o modelo 
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bi-Langmuir possui apenas cinco parâmetros neste caso. Este modelo 
pode ser considerado como uma extensão do modelo competitivo de 
Langmuir quando estes dois tipos de sítios coexistem na superfície da 
fase estacionária, sendo descrita através da Equação 1.4.

( ) 2,1 ;
11 22,11,
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ins
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    (1.4)

onde: bns,i é a constante de equilíbrio para a adsorção nos sítios 
não-seletivos, bs,i é a constante de equilíbrio para a adsorção nos sítios 
enantiosseletivos, qns é a capacidade de saturação dos sítios não-seletivos 
e qs é a capacidade de saturação dos sítios enantiosseletivos

1.2.4 Método dos Momentos

A análise dos momentos é uma ferramenta usual para determinação 
dos coeficientes de dispersão axial e difusão, e até mesmo das propriedades 
de um leito fixo, como suas porosidades, a partir de experimentos de 
pulsos cromatográficos segundo observações de Miyabe e Suzuki (1992). 
Esta técnica consiste na análise da concentração do soluto como uma 
função do tempo na saída do leito fixo em resposta à concentração do 
soluto no pulso na entrada do leito. Para soluções diluídas, a curva de 
equilíbrio sólido-líquido pode ser representada por uma reta (lei de 
Henry). A inclinação desta reta pode ser determinada a partir do primeiro 
momento de um pulso do soluto, o qual é associado ao tempo de retenção 
do soluto. Parâmetros de transferência de massa podem ser obtidos a 
partir do segundo momento. O método de análise dos momentos é usado 
para determinar as constantes de adsorção e a porosidade do leito.

Por definição dos momentos de uma distribuição, o n-ésimo 
momento do perfil de banda na saída do leito cromatográfico de 
comprimento z = L é calculado pela Equação 1.5 desenvolvida por 
Guiochon et al. (1994).
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onde t é o tempo, L o comprimento da coluna, C é  concentração  
e Mn é o enésimo momento.

O n-ésimo momento absoluto ou normalizado é expresso pela 
Equação 1.6.
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onde M0 é o momento de ordem zero.

E o n-ésimo momento central é dado pela Equação 1.7.
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  (1.7)

Onde µ1 é o primeiro momento absoluto de um pico cromatográfico.

 

O primeiro momento absoluto de um pico cromatográfico µ1, é 
relacionado ao tempo de retenção do pico e consequentemente, à força 
de ligação, por exemplo. A constante de equilíbrio é calculada pela 
Equação 1.8, segundo Arnold et al. (1985a).
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onde: u0 é a velocidade superficial de escoamento da fase móvel e 
tinj o tempo de injeção.

O segundo momento central 2µ  é relacionado ao espalhamento do 
pico, causado por desvios do equilíbrio. Quando o pico cromatográfico 

de eluição for gaussiano (Equação 1.9), 2µ  torna-se igual à variância σ2
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onde: u é a velocidade intersticial e K é dado pela Equação 1.10.

( ) PPP KK e−+e= 1    (1.10)

onde εP é a porosidade doi adsorvente.

Para o caso em que o soluto é um composto que não sofre adsorção 
na fase estacionária (KP = 0), o primeiro momento fica simplificado 
de acordo com a Equação 1.11, utilizada para a determinação das 
porosidades total e do leito.
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             (1.11)

1.2.5 Altura de Colunas Equivalente a um Prato Teórico

A eficiência de separação de um processo cromatográfico aumenta 
à medida que o soluto flui através do leito recheado, devido ao maior 
número de interações do soluto entre a fase móvel e a fase estacionária. 
Uma etapa na qual a molécula alcança o equilíbrio é equivalente a um 
estágio de equilíbrio, também designado por prato.

A altura equivalente a um prato (H) mede a eficiência das 
condições cromatográficas através dos tempos de retenção obtidos e do 
alargamento de bandas. Este parâmetro é normalmente utilizado para 
avaliar o desempenho da coluna, admitindo-se uma escolha adequada 
das condições (Cass e Degani, 2001). Para um sistema com isoterma de 
adsorção linear, ou seja, sob condições de diluição infinita, a eficiência 
de uma coluna cromatográfica pode ser avaliada a partir de H, de acordo 
com a Equação 1.12. Baixos valores de H significam maior eficiência da 
coluna, que resulta em um alto valor do número de pratos (NP).

PN
LL.H =

µ
σ

=
2

2
        

            (1.12)

onde: L é o comprimento da coluna, µ é a visosidade e NP é 
calculado pela Equação 1.13.
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onde tR,i e wh,i são o tempo de retenção do componente i e a largura 
da base do pico cromatográfico. 

Combinando-se as Equações 1.7 e 1.8 com a 1.11 tem-se como 
resultado a Equação 1.14.
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              (1.14)

onde: DL é o coeficiente de dispersão axial da coluna; km o 
coeficiente de transferência de massa global

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

( )HeK PP ee −+= 1              (1.15)

onde: He a constante de Henry.

De acordo com Guiochon et al. (1994), considera-se que a dispersão 
axial resulta de dois mecanismos diferentes, a saber: difusão molecular 
e difusão turbilhonar. Como primeira aproximação, estes efeitos se 
somam de forma que o coeficiente de dispersão seja representado pela 
Equação 1.16.

udDD PmL 21 γ+γ=      (1.16)

onde: Dm é o coeficiente de difusão molecular, γ1 e γ2 são constantes 
que possuem normalmente valores 0,7 e 0,5 respectivamente, segundo 
Ruthven (1984).
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A altura equivalente a um prato é função da geometria da coluna e 
empacotamento, das condições de operação, das propriedades do soluto 
e das interações do soluto com a fase móvel e com a fase estacionária. 
Para uma dada separação cromatográfica, o empacotamento da coluna 
e o soluto já são definidos, H é função da velocidade superficial de 
escoamento da fase móvel (u0) segundo Arnold et al. (1985a e 1985b). 
Isso permite obter informações acerca de fenômenos de transferência 
de massa. Geralmente é assumido que a transferência de massa em 
colunas cromatográficas consiste em vários processos, dentre os quais, 
os quatro principais normalmente considerados são: i) dispersão 
axial; ii) transferência de massa do fluido para partícula; iii) difusão 
intraparticular; e, iv) adsorção/dessorção.

O valor de H para uma coluna cromatográfica pode ser calculado, 
aproximadamente, pela equação de van Deemter (Equação 1.17).

0.uC
u
BAH

o

++=         
             (1.17)

onde: A, B e C são coeficientes empíricos de acordo com Guiochon 
(2002). O termo A refere-se ao alargamento dos picos devidos aos 
caminhos tortuosos seguidos pelas moléculas da amostra, e uo é a 
velocidade superficial

Para minimizar este termo é necessário usar colunas com diâmetros 
internos pequenos, bem recheadas e partículas com tamanho pequeno 
e uniforme. O termo B está relacionado com a difusão molecular do 
soluto na fase móvel, podendo ser minimizado trabalhando-se com a 
massa específica da fase móvel. O termo C é uma função dos efeitos 
de transferência de massa do soluto entre as fases móvel e estacionária. 
Neste caso, vazões menores de fase móvel minimizam estes efeitos. 

O primeiro termo da Equação 1.17, referente à difusão molecular 
para a dispersão 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 equação modificada de van 
Deemter (Equação 1.18) é originada a partir da Equação 1.16.

0u.CAH +=       (1.18)

onde: A e C são coeficiente, dados pelas Equações 1.19 e 1.20, 
respectivamente.

PdA 22γ=       (1.19)
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A Figura 1.6 mostra a variação de H com a velocidade superficial 
u0. A curva 1 corresponde ao primeiro termo do segundo membro da 
Equação 1.16, sendo independente da velocidade superficial. A curva 
3 apresenta-se como uma função linear da velocidade superficial e 
corresponde ao terceiro termo do segundo membro da Equação 1.16. 
A difusão molecular (representado pelo segundo termo do segundo 
membro da Equação 1.16) é inversamente proporcional à velocidade 
superficial, tratando-se da curva 2 e, por fim, a curva 4 se refere ao perfil 
que apresenta um valor de mínimo para a altura correspondente a um 
prato em uma dada velocidade superficial (denominada de ótima). 
Abaixo desta velocidade, H torna-se fortemente dependente dos efeitos 
de difusão e a altas velocidades, fortemente dependente do termo de 
transferência de massa de acordo com Sewell et al. (1988).



36

Separação cromatográfica de produtos farmacêuticos: motivação e fundamentos#1

Figura 1.6. Variação de H com a velocidade superficial u0 de acordo 
com a equação de van Deemter.

1.3 ADSORÇÃO E CROMATOGRAFIA COMO FERRAMENTAS DE PURIFICAÇÃO

1.3.1 Aspectos Gerais

Os avanços na fabricação e purificação de produtos farmacêuticos 
trazem um grande impacto nas ciências da vida. A necessidade de isolar, 
separar e purificar moléculas importantes para as áreas farmacêutica, 
biomédica e outras da indústria biotecnológica, em geral, aparece como 
uma oportunidade de desenvolvimento da biosseparação, em etapas 
conhecidas como processos “downstream”. Essas etapas respondem por 
uma grande percentagem dos custos total do processo de fabricação, e 
portanto, se torna tema de grande discussão científica no campo das 
separações, cujo foco é a melhoria da seletividade entre os solutos de 
uma determinada mistura.

Os processos de adsorção e de cromatografia desempenham 
importante papel na bioseparação e estão baseados na afinidade diferencial 
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das várias moléculas dos solutos na transferência seletiva da superfície de 
um sólido (fase estacionária) para a fase fluida (fase móvel. A adsorção é 
um processo termodinamicamente espontâneo no qual energia é liberada 
durante o processo. Enquanto que eluição corresponde a remoção das 
moléculas da fase sólida.

As separações cromatográficas estão baseadas nos fenômenos de 
diferentes graus e tipos de interação entre os componentes da mistura 
da fase fluida a serem separados e a fase estacionária que está geralmente 
empacotada em uma coluna, resultando em diferentes velocidades de 
migração 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 líquida está mostrado na Figura 1.7.

Figura 1.7. Migração de dois componentes de uma amostra ao longo de 
uma coluna cromatográfica mostrando a separação paulatina. 

Os métodos que utilizam a adsorção e a cromatografia apresentam 
geralmente baixo consumo energético devido ao uso de adsorventes 
apropriados que promovem a separação e purificação dos componentes em 
bases economicamente competitivas frente a outros processos de separação. 

O domínio das técnicas cromatográficas na produção de fármacos 
ficou consolidados a partir de 1990, inclusive para larga escala (da ordem 
de Kg/ano e até de ton/ano). Publicações envolvidas com fundamentos 
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e aplicações de adsorção e cromatografia líquida em bioprocessos) 
colocam em perspectiva o grande potencial e numerosos uso dessas 
técnicas na área de separações e purificações.

Na cromatografia líquida convencional (CL) um pulso da mistura, 
denominada de alimentação, é injetado na coluna seguindo-se por uma 
entrada contínua do solvente, denominado de eluente. Considerando-
se que com escolha apropriada da fase sólida os solutos migram a 
diferentes velocidades, esses solutos são separados à medida que migram 
na coluna.  As bandas individuais são então coletadas como produtos 
nas portas de saída. Se ocorrer alguma superposição das bandas em 
algum tempo de saída a mistura pode ser reciclada ou descartada como 
resíduo. A obtenção de altas purezas (>99%) e altos rendimentos (>95%, 
por exemplo) são necessárias para uma completa separação das bandas 
, o que pode envolver altos consumos de solventes.  Pode ocorrer que 
uma parte significativa da coluna não seja utilizada durante a operação 
em batelada o que pode implicar em processos com baixa eficiência, 
o que levou ao desenvolvimento de modos contínuos de operação, a 
serem tratados no Capítulo 2 desse livro.

1.3.2 Classificação dos Processos Cromatográficos

De modo a normalizar a nomenclatura dos processos e facilitar a 
comunicação entre os pesquisadores e usuários é utilizada na literatura 
de fundamentos e aplicações uma classificação desses processos, como 
mostrado na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3. Classificação da processos cromatográficos.

Princípio da classificação Nomenclatura

Estado físico das duas fases
Cromatografia gás-líquido (CGL) / Cromatografia 
gás-solido (CGS) / Cromatografia líquido-líquido 
(CLL)

Estado físico da fase móvel
Cromatografia gasosa (CG) / Cromatografia líquida 
de alto desempenho (HPLC) / Cromatografia com 
fluido supercrítico (CFS)

Escala Analítica / Preparativa / Produção

Modos de operação Frontal / Descontínua / Contínua / Deslocamento / 
Múltiplas colunas / Eluição

Mecanismo da separação Partição / Fase normal ou reversa / Troca de íons / 
Exclusão de tamanho / Afinidade

Equilíbrio das fases Linear e Não linear

Na cromatografia frontal uma amostra é alimentada continuamente 
no leito de partículas sem adicional fase móvel, enquanto que na de 
deslocamento a amostra é injetada na forma de uma frente finita e a 
fase móvel contém um composto (o deslocador) retido mais fortemente 
do que os componentes da amostra. A cromatografia de eluição é 
caracterizada com uma amostra alimentada na forma de uma frente 
finita e a fase móvel é passada continuamente na coluna cromatográfica. 
A grande desvantagem das separações cromatográficas usuais consiste 
na descontinuidade do processo e na diluição do produto, conduzindo 
a baixos valores de produtividade.
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1.4 FASES ESTACIONÁRIAS QUIRAIS BASEADAS EM POLISSACARÍDEOS

A fase estacionária quiral é responsável pela discriminação 
enantiomérica. Nas últimas duas décadas, inúmeros seletores quirais têm 
sido avaliados em relação à sua capacidade de resolução quiral e emprego 
em centenas de fases estacionárias quirais (FEQs). Dentre essas fases, 
aquelas que se mostraram mais promissoras, quanto à enantioseparação de 
uma ampla classe de compostos quirais, estão disponíveis comercialmente 
para separações em escala preparativa e são empregadas em aplicações 
diversas. Para a análise de fármacos quirais e seus metabólitos, a literatura 
destaca o sucesso das fases estacionárias quirais baseadas em derivados de 
polissacarídeos segundo Bonato et al. (2005).

1.4.1 Adsorventes Baseados em Polissacarídeos

Os polissacarídeos estão entre os biopolímeros naturais com 
atividade ótica mais importante e abundante, típicamente celulose, 
amido (amilose) e dextrano. Têm uma unidade regular de repetição de 
d-glicose em todos os polímeros de acordo com Okamoto et al. (1988).

As fases quirais baseadas em polissacarídeos com utilização 
de um suporte, como a sílica, são as mais utilizadas para a separação 
de enantiômeros por cromatografia, pois, apresentam estabilidade 
mecânica e boa eficiência para a separação com cromatografia líquida 
de alta eficiência (CLAE) segundo Yashima (2001). 

Devido à diferença entre as configurações dos resíduos de 
glicose, a amilose e a celulose apresentam estruturas tridimensionais e 
propriedades físicas muito diferentes entre si. Os polissacarídeos naturais 
apresentam propriedades mecânicas fracas e limitada capacidade de 
resolução quiral. Entretanto, a derivação desses polissacarídeos em 
acetatos, benzoatos, triésteres e fenilcarbamatos conduz à formação de 
novos sítios de reconhecimento quiral para a separação dos enantiômeros 
de uma variedade de compostos racêmicos, melhorando assim, as 
propriedades cromatográficas e enantiosseletivas como indicado por 
Jardim et al. (2006).
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Algumas FEQs baseadas em derivados de amilose e celulose estão 
apresentadas nas Tabelas 1.4 e 1.5

Tabela 1.4. Estrutura química de FEQs baseadas em derivados de amilose 
e celulose.

Estrutura química R Seletor quiral

Celulose

O

RO

O
O

O

R

O

R

O

R

O

R

O

O

O
n

β

CH3 Triacetato de celulose

Tribenzoato de celulose

H3C
Tris(4-metilbenzoato) de 
celulose

H3C N

H
Tris(4-metilfenilcarbamato) de 
celulose

    H3C

H3C

N

H
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) 
de celulose

 
Cl N

H Tris(4-clorofenilcarbamato) de 
celulose

Amilose

O

O
O

O

R

O

R

O

R

O

R

O

O

O
n

α

RO

H3C

H3C

N

H
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) 
de amilose

N

(S)

CH 2CH 3

Tris[(S)-fenilcarbamato] de 
amilose

Fonte: Francotte (2005).
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Essas fases estacionárias apresentadas nas Tabelas 1.4 e 1.5 são 
referentes a polissacarídeos imobilizadas em sílica por meio de adsorção 
física, contudo é valido lembrar que esses polissacarídeos são solúveis 
em muitos solventes orgânicos como tetrahidrofurano, tolueno, acetato 
de etila, entre outros. Esta propriedade restringe consideravelmente a 
escolha da fase móvel a solventes compatíveis, nos quais os derivados 
não são solúveis, de acordo com  Francotte (2005).

Tabela 1.5. Principais FEQs baseadas em derivados de amilose e celulose 
suportada em sílica disponível comercialmente.

Polissacarídeo Derivado Nome comercial

Benzoato

Chiralcel OB

Chiralcel OB-H

3,5-Dimetilfenil carbamato

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

Celulose 4-Metilbenzoato
Chiralcel OJ
Chiralcel OJ-H
Chiralcel OJ-RH

4-Metilfenil carbamato Chiralcel OG

4-clorofenil carbamato Chiralcel OF

Cinimato Chiralcel OK
Fenil carbamato Chiralcel OC

Amilose

3,5-Dimetilfenil carbamato

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

(S)-α-metilbenzil
carbamato

Chiralpak AS
Chiralpak AS-H
Chiralpak AS-RH

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

As capacidades dos fenilcarbamatos de polissacarídeos para 
reconhecer a quiralidade são fortemente afetadas pelos substituintes nos 
grupos fenil. A adsorção quiral é provavelmente nos grupos carbamato 
polar, que são capazes de interagir com um racemato através de ligações de 
hidrogênio aos grupos N-H e C=O que estão 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 aromáticos hidrofóbicos localizados mais 
externamente. A resolução quiral está vinculada ao ajuste dos enantiômeros 
nas cavidades do polissacarídeo e às interações com os grupos carbamato 
de acordo com Yashima et al. (2001).

Figura 1.8. a) Possíveis locais de interação de derivados de tris (fenilcar-
bamatos) de celulose; b) Estrutura do Tris 3,5-(dimetilfenilcarbamato) 
de amilose. 
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É importante destacar que, após revisar cerca de 1.000 separações 
de misturas racêmicas, o Dr. Eric Francotte reportou no evento Chiral 
Europe 2004 Meeting que 90% das misturas racêmicas poderiam ser 
separadas por quatro fases estacionárias derivadas dos polissacarídeos 
celulose e amilose, e que se destacam por sua alta capacidade de 
saturação (Figura 1.9).

Os polissacarídeos precisam estar ancorados em um suporte sólido 
para melhorar a eficiência e seletividade das colunas quirais utilizadas 
na Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). Verifica-se na 
literatura que esses polissacarídeos normalmente são suportados em 
sílica. A sílica já está consolidada como um suporte universal, entretanto, 
novos materiais que servem como suportes tem ganhado visibilidade, 
devido a maior área superficial e a porosidade, além de alta estabilidade 
química e mecânica em relação à sílica de acordo com os trabalhos de 
Ramisetti et al. (2017) e Ghanem et al. (2018).

Figura 1.9 - Diagrama sobre tipos de fases estacionárias quirais e suas 
faixas de saturação. Fonte: Adaptada de Francotte, 2001.
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1.4.2 Cromatografia para Separação de Enantiômeros

A indústria farmacêutica tem mostrado um número elevado 
de aplicações de separações cromatográficas quirais. A utilização 
de fases estacionárias quirais (FEQ) como ferramenta analítica para 
a determinação da composição de misturas enantioméricas, em 
estudos biológicos e farmacocinéticos, é atualmente uma técnica 
bem estabelecida, como reportado por Francotte (1994). No entanto, 
a aplicação do método na escala preparativa para a produção de 
materiais opticamente ativos, em quantidades suficientes para testes 
biológicos, estudos toxicológicos e posteriormente, testes clínicos, está 
ganhando ampla aceitação. Com isso, o método cromatográfico oferece 
a vantagem de fornecer ambos enantiômeros requeridos para os testes 
comparativos, além de ser também largamente aplicado para drogas que 
não são facilmente acessíveis 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 rápido aos enantiômeros puros e podem vantajosamente 
substituir a elaboração frequentemente prolongada de uma síntese 
enantioseletiva. Uma grande variedade de drogas racêmicas já tem 
sido separada em FEQs, cobrindo diferentes classes terapêuticas 
de compostos, tais como: analgésicos, tranquilizantes, diuréticos, 
anticonvulsivos e antineoplásicos.

Em conformidade com as pesquisas analíticas, surgiu a necessidade 
de obtenção dos enantiômeros em sua forma enriquecida em quantidades 
preparativas e, para isso, vários estudos mostraram alternativas para 
tal propósito. Guiochon (2002) revisou o estado da arte e os principais 
métodos para implementação da cromatografia líquida preparativa. Em 
seus estudos, verificaram que a cromatografia está se tornando um método 
de separação e purificação muito bem estabelecido, principalmente na 
indústria farmacêutica. Frequentemente surgem novas fases estacionárias 
quirais que contribuem para a expansão do método.



46

Separação cromatográfica de produtos farmacêuticos: motivação e fundamentos#1

Estes são apenas alguns trabalhos relatados na literatura que 
vieram a aprofundar as potencialidades os métodos cromatográficos 
no fenômeno quiral. Diversificações deste método foram surgindo ao 
longo do tempo, a fim de suprir adversidades porventura encontradas 
na separação cromatográfica, como: alta queda de pressão e baixa 
solubilidade de solutos em solventes líquidos. 

1.5 SEPARAÇÃO DE ENANTIÔMEROS DO MITOTANO

Com a utilização colunas de leito fixo empacotadas com 
fases estacionárias (sólidos que conseguem discriminar moléculas 
quirais) é possível efetuar separações em pequena escala (da ordem 
de mg) de diversos enantiômeros. Apresentaremos, a seguir, um 
resultado importante na separação da mistura racêmica do o,p’-
diclorodifenildicloroetano (mitotano) que é um a molécula quiral 
utilizada como neoplásico no tratamento do câncer adrenocortical 
(Terzolo et al. 2000). Essa separação foi realizada em 2010 no laboratório 
de Cromatografia Preparativa da Faculdade de Engenharia Química, 
Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP (Silva, 2010).

1.5.1 Mitotano

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

Figura 1.10. Estrutura molecular do mitotano
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O mitotano é fornecido na forma de comprimidos de 500 mg, e a 
dose diária administrada deve ser tal que mantenha um nível plasmático 
de 14-20 µg/mL. O medicamento contendo tal princípio 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 substância, 
como ilustrado nas partes a e b da Figura 1.11.

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

A mistura racêmica do mitotano que utilizada neste trabalho foi 
fornecida pelo Departamento de Química da Universidade Federal do 
Paraná (UFPR), que possui interesse imediato no estudo da separação 
dos enantiômeros pelo fato de um deles (S) ser mais ativo no tratamento 
da enfermidade.

1.5.2 Separação do Mitotano em Coluna Cromatográfica

Utilizando coluna de 10 cm de comprimento e 10 mm de 
diâmetro empacotada com partículas de 20 µm de diâmetro de Tris 3,5 
dimetilfenilcarbamato de amilose cujo nome comercial é Chiralpak AD 
foi possível efetuar a separação de uma mistura contendo 50 % de cada 
enantiômero. O perfil cromatográfico da separação em fase diluída é 
mostrado na Figura 1.12.
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As condições operacionais dessa separação são as seguintes: fase 
móvel de isopropanol e metanol com composição da fase: 60:40 em 
volume, respectivamente. A temperatura foi mantida em 25 oC com a 
concentração da solução de 2,0 g/L e a vazão de eluição de 1 mL/min. O 
detector utilizado foi de UV.

Figura 1.12. Perfil cromatográfico da separação em fase diluída do 
mitotano em Tris 3,5 dimetilfenilcarbamato de amilose com fase móvel 
Isopropanol: metanol 60:40 v/v respectivamente.
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Com o acoplamento adicional de um detector de dicroísmo 
circular (CD) é possível identificar também a ordem de eluição dos 
enantiômeros, como mostrado na Figura 1.13 em experimento realizado 
com dados obtidos em uma fase móvel isopropanol/metanol numa 
proporção de 65:35 em volume, respectivamente. 
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Figura 1.13. Cromatograma utilizando detector UV e detector de 
dicroísmo circular para determinação da ordem de eluição.
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Esse exemplo mostra cabalmente a qualidade de separação que 
se pode obter com mistura diluída em colunas quirais. Os valores 
quantitativos dos parâmetros cromatográficos para a vazão de 1 ml/min 
e temperatura de 25oC, são mostrados na Tabela 1.6.

Tabela 1.6. Valores dos principais parâmetros cromatográficos para a 
separação do mitotano.

kS kR α KS KR HS HR NS NR

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

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

Como veremos nos Capítulos 2 e 3 desse livro para a realização 
da separação de enantiômeros em escala preparativa (da ordem de 
gramas e quilogramas por exemplo) são necessárias técnicas que exigem 
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como dados básicos os cromatogramas para misturas concentradas. No 
mesmo laboratório da FEQ/Unicamp foram obtidos os dados para a 
mesma coluna trabalhando com misturas concentradas. Esses dados 
estão mostrados na Figura 1.14.

Tabela 1.7. Parâmetros cromatográficos obtidos a partir de dados 
experimentais obtidos com soluções diluídas (adsorção linear).
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Figura 1.14. Perfil de eluição em fase concentrada (sobrecarga da coluna).
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Os dados com misturas a várias concentrações permitem a 
obtenção das isotermas segundo o tratamento matemático fornecido 
por Nicoud e Seidel-Morgenstern (1996). As isotermas para os dois 
enantiômeros do mitotano, que foram calculadas e mostradas nas 
Figuras 1.15 e 1.16.

Figura 1.15. Isoterma de adsorção do enantiômero S(-) na fase 
estacionária Chiralpak AD a 25 °C.
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Figura 1.16. Isoterma de adsorção do enantiômero R(+) na fase 
estacionária Chiralpak AD a 25 °C.

As equações 1.21 e 1.22 resultantes para cálculos com as isotermas 
foram representadas pelo modelo de Langmuir competitivo:

                   (1.21)

             (1.22)

A partir dos resultados apresentados para a separação da mistura 
racêmica do o, p’-diclorodifenildicloroetano (mitotano) em uma coluna, 
verificamos um grande sucesso na separação do mitotano obtido na 
obtenção dos dados com a fase estacionária 3,5 dimetilfenilcarbamato 
de amilose e com a utilização da fase móvel isopropanol:metanol na 
proporção em volume de 60:40, respectivamente.
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Os resultados mencionados apresentam excelente qualidade na 
separação quiral em fase diluída e boa qualidade de separação para 
soluções mais concentradas da mistura. 

Em função da obtenção de um conjunto coerente e completo de 
resultados para uma coluna, consideramos como promissora a separação 
contínua por meio de métodos preparativos, que serão delineados nos 
Capítulos 2 e 3 desse livro.

1.6 CONCLUSÕES

Foi realizada inicialmente uma breve revisão de estereoquímica 
molecular de modo a permitir aos leitores a compreensão dos métodos 
de separação de moléculas quirais. Procuramos enfatizar que as etapas 
de separação e purificação são críticas nos processos farmacêuticos 
especialmente com relação aos custos de separação em relação aos totais 
do processo. Adsorção e cromatografia são operações controladas pela 
variável concentração e o aumento no mercado do número e quantidades 
dos produtos separados têm conduzido à otimização e à perspectiva da 
implementação em processos contínuos. O desenvolvimento de novos 
adsorventes mais específicos e a integração dos processos oferece um 
potencial importante para as melhorias desses processos.  
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RESUMO

Existem no campo de desenvolvimento de 
processos de separação e purificação em 
escala semi-preparativa e preparativa diversos 

exemplos de aplicação com sucesso do uso de coluna 
cromatográfica de maiores diâmetros operando 
com vazões mais elevadas. Por outro lado, esses 
sistemas descontínuos e operando em semi-batelada 
apresentam algumas limitações 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 operações 
de transferência de massa que são governadas 
pela variável concentração. O conceito básico da 
tecnologia de Leito Móvel Simulado (LMS), que 
opera continuamente e em contracorrente foi 
desenvolvida nos anos iniciais da década de 1960 
pela empresa Universal Oil Products para separações 
em grande escala nas indústrias petroquímica 
e açucareira. Novos campos de atuação são a 
química fina, a biotecnologia e a separação de 
moléculas quirais. Apresentamos nesse capítulo os 
fundamentos dessa técnica, que é considerada uma 
importante inovação em processos de separação. 
São também desenvolvidos os conceitos do projeto 
das condições operacionais e efetuado um estudo de 
caso de separação com o conceito LMS do anestésico 
cetamina com o completo desenvolvimento 
do método de separação para demonstrar a 
potencialidade e as vantagens dessa tecnologia de 
separação e purificação.
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2.1 INTRODUÇÃO

2.1.1 O Leito Móvel Verdadeiro (LMV)

Um fato bem conhecido nas operações de adsorção é que sistemas 
que operam continuamente e cuja fase sólida entra em contato na direção 
oposta à fase fluida, apresentam um perfil que permanece estacionário 
e que desse modo o adsorvente é utilizado de maneira mais eficiente 
(Guiochon et al.,1994).

O processo denominado Leito Móvel Verdadeiro (LMV) 
permite uma operação contínua, distinta do processo clássico de 
cromatografia com eluição. Em um LMV (Figura 2.1a), as fases fluida 
e sólida movimentam-se em direções opostas. As portas de entradas 
(alimentação e eluente) e saídas (extrato e refinado) são fixadas ao longo 
do sistema. De acordo com a posição das correntes de entrada e saída, 
quatro diferentes seções de operação podem ser observadas. Seção I 
localizada entre as correntes do eluente e do extrato; seção II localizada 
entre as correntes de extrato e alimentação; seção III localizada entre 
as correntes de alimentação e refinado; e, seção IV localizada entre as 
correntes de refinado e eluente. As vazões necessitam ser selecionadas 
em cada seção de modo a garantir a regeneração do adsorvente na seção 
I, a eluição do componente menos fortemente adsorvido na seção II, a 
adsorção do mais fortemente adsorvido na seção III e a regeneração do 
eluente na seção IV.

A necessidade da recirculação no processo não apenas do fluido, 
mas também do sólido no LMV, acarreta uma série de desvantagens 
como uma vida curta do adsorvente devido ao atrito, velocidades do 
fluido limitada pelo fenômeno da fluidização e perda de eficiência do 
processo. Desse modo, esforços foram colocados para desenvolver 
processos que mantém as vantagens da operação evitando a circulação 
dos sólidos. A primeira solução para resolver esse problema foi 
apresentada por Broughton e Gerhold (1961) com a proposta de usar 
colunas de leitos fixos simulando o movimento do sólido por uma 
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mudança sincronizada de todas as portas de entrada e saída na direção 
do escoamento do fluido (Figura 2.1b).

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

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

As idéias que conduzem à simulação do movimento do sólido 
conduziram ao conceito do Leito Móvel Simulado (LMS), o qual é uma 
alternativa ao observado em um sistema contra-corrente atuando no 
movimento do adsorvente periódico das portas de entrada e saída em 
um anel constituído de leitos fixos.
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2.1.2 O Leito Móvel Simulado (LMS)

Na Figura 2.1, os dois diferentes processos de adsorção são 
apresentados no modo de operação contracorrente. Na maior parte das 
inovações encontradas no processo LMS o movimento dos sólidos é 
obtido por mudanças periódicas na alimentação e na descarga em um 
sistema de colunas múltiplas. 

 O leito móvel simulado vem sendo aplicado desde 1960 pela 
empresa Universal Oil Products (UOP) para separações em larga escala 
na indústria petroquímica. Atualmente outras aplicações do LMS em 
escala preparativa estão ganhando enorme importância na separação 
de açúcares, em química fina, e fármacos especialmente no campo 
dos enantiômeros. Exemplos destacados são a separação de glicose e 
frutose (Azevedo e Rodrigues, 2001) e a separação de enantiômeros 
usando fases estacionárias quirais (Zenoni et al., 2000, Santos et al., 
2004, Veredas et al., 2006). Desafios em separação e purificação de 
biomoléculas são reportados por Li (2007) com os casos de proteínas 
terapêuticas e anticorpos.

 O LMS apresenta vantagens econômicas sobre outros processos 
por diversas razões, sendo as principais o caráter de processo contínuo 
que efetua a separação de produtos similares (começando como 
exemplo com uma mistura racêmica permitindo alta produção) e baixo 
consumo de solvente. Em geral, no LMS o consumo de fase estacionária 
é aproximadamente 25% mais baixo do que as necessidades de um 
processo em batelada.

Um considerável número de artigos e capítulos de livros de revisão 
de sistemas operando com leitos móveis simulados ocorre na literatura 
onde destacamos os trabalhos de Nicoud (2000) e Santana et al. (2005), 
que são consideradas aqui como representativas dos estudos em LMS.

A Figura 2.1 mostra que o LMS usa um conjunto de colunas de 
adsorção em série contendo, em geral de oito a vinte e quatro colunas, além 
de um adsorvente apropriado. As colunas são conectadas a recipientes 
que contêm a alimentação e o eluente e que recebem as correntes de 
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saída dos produtos por meio de tubos cujas vazões são controladas por 
um grupo de válvulas de posições múltiplas. Esse grupo de válvulas tem 
a possibilidade de permitir alternar pontos de entrada da alimentação, 
eluente e correntes de saída em intervalos regulares de tempo. O sistema 
troca as posições entre os pontos de entrada e saída, simulando assim 
o escoamento contracorrente. Essas condições garantem o sucesso da 
separação, cujo componente mais retido se move para a porta do extrato 
e o componente menos retido se move para a forma do refinado com a 
fase líquida.

As unidades LMS exibem importantes vantagens em relação 
a operações cromatográficas preparativas em batelada. A natureza 
contínua do LMS conduz a um uso mais eficiente das fases estacionária 
e móvel, o que permite a diminuição das necessidades da fase móvel e 
ao aumento da produtividade por unidade de tempo e de massa da fase 
estacionária. Além dessas vantagens, verifica-se que altos desempenhos 
podem ser obtidos mesmo a baixos valores de seletividade e com um 
número mais reduzido de pratos teóricos. Desse modo, ao contrário das 
operações em batelada, os perfis de concentrações dos componentes a 
serem separados se superpõem ao longo dos leitos sólidos e as retiradas 
dos componentes podem ser feitas em forma quase pura nas localizações 
do extrato e do refinado. Devido a essas características positivas, o LMS 
é particularmente atrativo para separação de enantiômeros, para a qual 
as técnicas convencionais falham devido às baixas seletividades desses 
compostos.

Para estudos experimentais com LMS foi montado no Laboratório 
de Cromatografia Preparativa da Faculdade de Engenharia Química da 
UNICAMP um sistema com oito colunas que é apresentado na Figura 
2.2. A configuração da unidade em escala de laboratório contém oito 
colunas (20 x 0,77 cm I.D.) distribuídas em quatro zonas (duas colunas 
por zona). O eluente é reciclado fora da série de colunas usando uma 
válvula de multiposição em lugar de uma bomba de reciclo. Outras 
quatro válvulas de multiposição são responsáveis pelas mudanças de 
posição da alimentação, da entrada do eluente, e do extrato e do rafinado 
em tempos de troca pré-determinados. Essas válvulas estão conectadas 
a bombas cromatográficas semi-preparativa com vazões máximas de 20 
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mL/min. As válvulas são comandadas e ligadas a um computador por 
um sistema de aquisição de dados. Cada válvula opera automaticamente 
com as vazões pré-selecionadas por um programa de computador 
escrito em Labview. A unidade possui também válvula de amostragem, 
permitindo a coleta de amostras. A análise dessas amostras por HPLC 
permite a determinação dos perfis internos de concentração de cada 
enantiômero, o que ilustra adequadamente a dinâmica da separação 
dentro da série de colunas.

Figura 2.2. Unidade de leito móvel simulado (LMS) montada 
no Laboratório de Cromatografia Preparativa da Faculdade de 
Engenharia Química da Unicamp
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Do ponto de vista das variáveis operacionais, o projeto do LMS 
é relativamente complexo devido ao envolvimento de pelo menos 
10 parâmetros específicos, a saber: diâmetro das colunas, quatro 
comprimentos de zonas de separação, quatro vazões e uma velocidade 
média associada ao controle da abertura das válvulas de múltiplas 
posições. O LMS é frequentemente usado para a separação de misturas 
de dois componentes similares e de valor agregado elevado, embora já 
existam também aplicações para multicomponentes.

2.2 PROJETO DAS CONDIÇÕES OPERACIONAIS

2.2.1 Aspectos Gerais

Para encontrar as condições operacionais mais efetivas são 
utilizados métodos específicos de cálculo como descrito por Santana et 
al. (2009). Essa tarefa exige a escolha de variáveis de decisões de modo a 
atingir as variáveis de desempenho desejáveis. Descrições matemáticas 
de diferentes complexidades são usadas para representar os mecanismos 
dominantes do processo e a estimativa dos parâmetros físico-químicos 
da separação são etapas fundamentais a serem atingidas antes da 
otimização do processo. Apresentaremos aqui métodos simplificados 
que se baseiam na termodinâmica do equilíbrio na adsorção. Outros 
métodos que incluem os efeitos de transferência de massa são bem 
descritos por Rodrigues et al. (2015) em recente contribuição ao tema.

2.2.2 Enfoque Baseado no Equilíbrio do LMV

Os enfoques baseados no LMV apresentam uma analogia com 
o LMS operando em regime estacionário. Nesse caso as variáveis de 
decisão são definidas inicialmente pelas vazões do líquido e do sólido 
em cada seção. Todas as outras variáveis ficam assim especificadas, e 
assim ocorre uma diminuição do número de equações que descrevem o 
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comportamento da unidade. Essa analogia é usada para a identificação 
das condições necessárias para o movimento das duas fases para atingir 
a separação completa das substâncias de interesse.

Para uma mistura BA +  a ser separada em um LMV certas 
condições de escoamento, para cada espécie, devem ser válidas. Por 
exemplo, observando-se a Figura 2.3, nas seções 2 e 3 o componente 
mais retido (A) mover-se-á na direção da fase sólida enquanto o menos 
retido (B) mover-se-á na direção da fase líquida. Além disso, na seção 1 o 
componente mais retido move-se na mesma direção da fase líquida e na 
seção 4 o componente menos retido move-se na mesma direção do sólido.

Do ponto de vista matemático, se A é a espécie mais retida e B a menos 
retida, as restrições de escoamento podem ser estabelecidas como se segue:

Figura 2.3. Separação cromatográfica de uma mistura de dois 
componentes A e B em um leito móvel verdadeiro (LMV).
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Do ponto de vista matemático, se A é a espécie mais retida e B 
a menos retida, as restrições de escoamento podem ser estabelecidas 
como se segue:
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onde: Q’2 < Q’3 e que C e q são concentrações na fase líquida e na 
fase sólida respectivamente. Q’j e Q’s representam as vazões volumétricas 
do fluido na seção j e a vazão de sólidos em um LMV, respectivamente.

2.2.3 Equilíbrio com Isoterma Linear: Enfoque do Triângulo

O caso mais simples de formulação matemática para sistemas 
contínuos considera isotermas de adsorção lineares e não acopladas. A análise 
da representação equivalente ao leito móvel verdadeiro para esse modelo de 
equilíbrio conduz a inequações explícitas para as relações entre as vazões 
de sólido e líquido nas quatro seções do LMV que estão representadas nas 
Equações (2.1), (2.2) e (2.3). Desse modo para sistemas lineares o LMV é um 
processo controlado pela vazão exclusivamente, o que significa dizer que o 
projeto do LMV ou do LMS equivalente não depende da concentração da 
alimentação dentro da interpretação da teoria do equilíbrio.
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Definindo-se os parâmetros mj como as razões entre volumes de 
líquido e de sólido em cada seção j da unidade LMS (Equação 2.4):

           
        (2.4)

onde Qj
LMS é a vazão volumétrica de líquido na seção j da unidade 

LMS e t* é o tempo de troca das posições das correntes e V é o volume 
da coluna.

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

  iii CKq '* =    , i = A,B     (2.5)

Teremos os parâmetros m em cada seção expressos por:

∞<< 1
' mK A         

         (2.6)

'
32
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AB KmmK <<<        

         (2.7)

'
40 BKm <<         

         (2.8)

Os coeficientes K’s da Equação (2.5) são obtidos experimentalmente. 
Os m’s estão definidos na Equação (2.4).

A Figura 2.4. resume um diagrama para a representação de m2 e m3.
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Figura 2.4. Condições operacionais para a separação completa (região 
em cinza) sendo válida a teoria do equilíbrio com isotermas lineares.
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2.2.4 Enfoque baseado no Equilíbrio para LMS

Para uma melhor compreensão sobre os métodos de cálculo 
simplificados para as vazões em cada zona do LMS apresentamos na 
Figura 2.5 um esquema que apresenta os nós de entrada e saída das 
quatro vazões. 

Figura 2.5. Representação das vazões e nós de entrada e saída em um LMS.
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As equações do balanço de massa e fluxo em cada nó (Figura 4) 
são dadas pelas Equações (2.9) e (2.10), nas quais QI, QII, QIII e QIV são 
as vazões volumétricas nas correspondentes zonas do LMS, QA é a vazão 
de alimentação, QD é a vazão de dessorvente, QE é a vazão do extrato e 
QR é a vazão de refinado. Assume-se que não há dispersão nesses nós.

Nó de entrada da alimentação:

          
         (2.9)

        (2.10)

Nó de entrada do dessorvente:

                      
        (2.11)

        (2.12)

Nó de saída do extrato:

                      

        (2.13)  

                    (2.14)

Nó de saída do refinado:

                      

        (2.15)  

            (2.16)
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onde: Ci,j
sai

 e Ci,j
ent são as concentrações do componente i na saída 

e entrada da coluna j, respectivamente, Qj é a vazão volumétrica através 
da coluna j e cuja relação com a velocidade da fase líquida é dada por 
Qj= ΔAuj, em que A é a área da seção transversal da coluna.

Para que se possa operar a unidade LMS é necessário, antes de tudo, 
saber se a mistura racêmica em questão pode ser separada no adsorvente 
adquirido, ou seja, se este último reconhece as diferenças entre os dois 
enantiômeros. Essa informação pode ser obtida, a princípio, a partir 
da medição das isotermas lineares, válidas para sistemas diluídos, com 
concentrações menores que 2 g/L. É a partir dos dados das isotermas 
que se projetam as condições operacionais da unidade LMS que podem 
levar à separação dos enantiômeros, a saber, as vazões nas quatro 
bombas e o tempo de troca de posição das correntes. A relação entre as 
isotermas lineares e as condições operacionais da unidade necessárias 
à separação dos enantiômeros pode ser resumida nas restrições dadas 
pelas Equações 2.17 a 2.19:

              
                    (2.17)

           (2.18)

              (2.19)

onde: KR e KS são as constantes de Henry dos enantiômeros, 
enquanto os parâmetros mj são as razões entre volumes de líquido e de 
sólido em cada seção j da unidade LMS.

As constantes de Henry são medidas por meio da injeção do 
racêmico em um sistema HPLC contendo uma das colunas da unidade. 
A partir dos tempos de retenção de cada um dos enantiômeros, as 
constantes de Henry são calculadas pela Equação (2.20).
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        (2.20)

onde: a variável ti
R significa o tempo de retenção do enantiômero i 

na coluna, t0 é o tempo de retenção do inerte e ε* é a porosidade do sólido.

As restrições impostas pelas equações apresentadas levam à 
construção de um gráfico indicado na Figura 2.6 determinado pelas 
constantes de Henry, que define a região de completa separação no 
plano das coordenadas m2 e m3. A escolha de um ponto (m2, m3) nessa 
região leva à definição de um conjunto de condições operacionais 
(vazões nas bombas e tempo de troca t*) adequado para a separação dos 
enantiômeros que estão representadas na Figura 2.5.

Figura 2.6. Região de completa separação na unidade LMS para 
sistemas diluídos. Definir m3 e m2
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A predição de separação de misturas racêmicas na unidade de 
separação contínua de leito móvel simulado (LMS) pode ser avaliada 
pelos parâmetros de desempenho definidos abaixo na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Definição dos parâmetros de desempenho do processo 
cromatográfico contínuo

Parâmetros Extrato Refinado

Excesso 
enantiomérico 
(%)

Pureza (%)

Consumo de 
solvente (L/kg)

Produtividade 
(g-dia-1/kg de 
FEQ)

As variáveis das definições da Tabela 2.1 são descritas a seguir:  A e 
B são os componentes A e B, respectivamente; E é a corrente de extrato, 
I e IV são as Zonas I e IV do sistema contínuo, respectivamente; F é a 
corrente de alimentação, R é a corrente de refinado, c é a concentração 
do soluto na fase líquida (g/L), Q é a vazão volumétrica (mL/min), CS 
é o consumo de solvente (L/g), Va é o volume do adsorvente (mL), p é a 
pureza (%) e PR é a produtividade(g/dia.L de adsorvente). 

2.3 APLICAÇÕES
 

Como delineado anteriormente, o Leito Móvel Simulado (LMS) 
é um sistema de separação por adsorção operando continuamente com 
múltiplas colunas e que aumenta a produção, a pureza e o rendimento 
quando comparamos com a separação em batelada. Atualmente, LMS 
tem sido aplicado também para a separação de diversas misturas 
na indústria biotecnológica e farmacêutica. As aplicações do LMS às 
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escalas preparativas e de produção em Química Fina e fármacos estão 
ganhando importância, especialmente, na separação de enantiômeros 
segundo Schulte e Strube (2001). Novos desafios para essa tecnologia 
são encontrados na separação de biomoléculas e alguns exemplos 
de aplicação abrangem proteínas terapêuticas e anticorpos como 
verificamos na contribuição de Keβler et al. (2007), além de nucleosídeos 
segundo Abel et al. (2004) e DNA de acordo com Paredes et al. (2007).

2.3.1 Metodologia Geral para a Obtenção de Dados Cromatográficos

Os experimentos de injeção de amostras e obtenção dos picos 
cromatográficos com soluções diluídas permitem a obtenção dos 
parâmetros estão definidos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Parâmetros cromatográficos obtidos a partir de dados 
experimentais com soluções diluídas (adsorção linear)

Parâmetro Equação

Fator de retenção
0
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A Tabela 2.3 mostra outros parâmetros cromatográficos obtidos 
a partir de dados a partir de pulsos com traçadores e na Tabela 2.4 
constam as principais equações utlizadas para cálculos importantes em 
cromatografia. 

Tabela 2.3: Outros parâmetros cromatográficos obtidos a partir de dados 
a partir  de pulsos com traçadores injetados nas colunas cromatográficas

Parâmetro Determinação experimental dos parâmetros do modelo

eT

e

Experimentos de pulsos cromatográficos com traçadores 
que penetram e que não penetram nos poros

ep Pela definição eT = e + (1 – e)ep

H Experimentos de pulsos com o soluto de interesse

km e DL
Inclinação e interseção da reta obtida no gráfico do 
HETP vs u 

b1 e b2
Ajuste do modelo de isoterma competitiva de 
Langmuir
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Tabela 2.4: Equações para os cálculos de outros parâmetros 
cromatográficos obtidos a partir de dados a partir de pulsos com 
traçadores injetados nas colunas cromatográficas

Parâmetro Equação

Porosidade total e do leito
C

p
T V

Qt ,0=e
C

np

V
Qt ,0=e

Coeficiente de Henry (ou 
coeficiente de equilíbrio 
linear)

i
T

T
piR Htt 
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 A Figura 2.7 mostra um diagrama esquemático da sequência de 
experimentos a serem realizados em uma coluna. Esses experimentos 
são divididos, geralmente, em duas etapas: a primeira etapa corresponde 
a experimentos com soluções diluídas e a segunda corresponde a 
experimentos com soluções concentradas. As informações obtidas 
nesses dois conjuntos de experimentos são úteis para o cálculo das 
regiões de separação, o projeto de condições operacionais pelo modelo 
do leito móvel denominado de verdadeiro (LMV) e a predição de 
separação utilizando os modelos do Leito Móvel Simulado (LMS).
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Figura 2.7. Sequência de experimentos em uma única coluna para 
determinação de parâmetros utilizados para o cálculo das regiões de 
separação e determinação das condições operacionais pelo modelo do 
LMV e predição de separação utilizando os modelos do LMV e do LMS.
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 O método utilizado na determinação da isoterma não-linear 
consiste na obtenção dos tempos de retenção formados pelos picos 
dos pulsos analíticos e os tempos de retenção à meia altura das frentes 
dos picos formados pelas injeções de sobrecarga. A partir da obtenção 
tempos de retenção no modo analítico e no modo de sobrecarga nas 
duas, os dados encontrados foram inseridos no software desenvolvido 
pela Novasep, chamado de Help. Esse programa está baseado no 
trabalho de Nicoud e Seidel-Morgenstern (1996) e considera uma 
isoterma que representa a adsorção competitiva e não competitiva em 
tipos diferentes de sítios de adsorção, que é característica de separações 
quirais. A equação geral da isoterma é dada por:
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                    (2.21)

onde qi é a quantidade de soluto adsorvida, qs o valor dessa quantidade 
na saturação , Ci a concentração da solução λi o coeficiente da isoterma 
linear  e bjos coeficientes experimentais da isoterma bi-Langmuir.

2.3.2 Estudo de Caso: Separação de Enantiômeros em LMS aplicado 
à separação e purificação do anestésico cetamina

 

A cetamina (cloridrato de DL-2-(0-clorofenil)-2-(metilamíno) 
ciclohexano) é um fármaco que tem rápida ação sobre o sistema 
nervoso central e que induz anestesia dissociativa, isto é, estado de 
sedação e amnésia durante o qual o paciente embora possa parecer 
desperto está dissociado do ambiente. Esse fármaco tem se mostrado 
útil em procedimentos diagnósticos e cirurgias superficiais de curta 
duração que precisam de intensa analgesia, como a troca de curativos 
em grandes queimaduras. Os enantiômeros 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 estão intimamente 
relacionados com a sua potente ação analgésica e com a indução de 
sonhos e alucinações como efeitos colaterais (Silva Jr, 2008), sendo estes 
atribuídos ao isômero R quando o fármaco é administrado sob a forma 
de racemato (Nisidzawa et al., 2000).

 Na Figura 2.8 é apresentada a estrutura química da cetamina. 
A cetamina utilizada neste trabalho foi gentilmente fornecida pela 
Cristália Indústrias Farmacêuticas (Itapira, SP) tanto na forma de 
mistura racêmica quanto na forma de enantiômeros puros. 

 O adsorvente utilizado na separação consiste no acetato de 
celulose microcristalino, conhecido na literatura pela sigla MCTA, 
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que vem do termo em inglês “Microcrystaline Celulose Triacetate”. Ele 
foi escolhido devido ao seu baixo custo, em comparação com outras 
fases estacionárias quirais, e à sua relativa ampla aplicabilidade. O 
MCTA é um material que resulta da acetilação heterogênea da celulose 
microcristalina, ou seja, da reação sem a dissolução dela. A reação 
conduzida em condições heterogêneas preserva grande parte da 
estrutura microcristalina que existia na celulose. A Figura 2.9 mostra a 
estrutura química do MCTA.

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

Figura 2.9. Estrutura química do MCTA
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A fase móvel utilizada foi etanol grau HPLC no qual a cetamina e o 
1,3,5, tri-terc-butilbenzeno (TTBB) são facilmente dissolvidos. As partículas 
do adsorvente possuem diâmetros médios entre 15 e 25µm. Colunas de aço 
inox (20 x 0,77 cm) foram empacotadas com MCTA empregando metanol 
como solvente. Já a cetamina foi dissolvida em etanol. 
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As somas das concentrações dos dois enantiômeros no extrato e no 
refinado foram monitoradas com detetor UV/VIS (Shimadzu SPD-10AV). 
A diferença entre as concentrações dos enantiômeros nas amostras foi 
determinada com detetor polarimétrico (Jasco P-1010) também equipado 
com célula de escoamento. A combinação das duas medidas permitiu a 
obtenção das concentrações individuais de cada enantiômero.

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

a- Caracterização das colunas e parâmetros das isotermas de adsorção.

Experimentos em batelada no mesmo sistema HPLC descrito 
anteriormente foram efetuados de modo a obter as características das 
8 colunas e os dados das isotermas de adsorção. Cada coluna a ser 
empregada no sistema LMS foi caracterizada com relação às porosidades 
e aos coeficientes de Henry utilizando experimentos de pulso com o 
composto inerte TTBB segundo Santos et al. (2004). Os dados de 
equilíbrio não-linear foram apresentados por Silva Jr. et al. (2005). Os 
resultados das caracterizações são mostrados nas Tabelas 2.5 e 2.6. É 
importante observar que os valores relativamente altos das seletividades 
(α) entre os dois enantiômeros indicam um potencial importante para a 
obtenção de purezas elevadas.
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Tabela 2.5: Características das 8 colunas da unidade LMS

Coluna t0 
(min)  eT

tR (min) Coeficientes de 
Henry (H) Seletividade 

(α)R S R S
1 6,00 0,64 21,60 12,87 4,71 2.,07 2,3
2 5,99 0,64 22,39 13,41 4,93 2,23 2,2
3 6,16 0,66 23,73 14,36 5,57 2,60 2,1
4 6,53 0,70 23,41 14,22 6,07 2,76 2,2
5 6,39 0,69 23,91 15,75 5,99 3,20 1,9
6 6,26 0,67 23,57 15,98 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 23,46 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: Parâmetros da isoterma de adsorção (modelo de Langmuir) 
para cetamina em MCTA a 25oC.

Parâmetros de adsorção S R
qm 14 ± 1 65 ± 10
b 0,20 ±0,02 0,11 ± 0,03

b- Corridas experimentais no LMS

Antes da realização das corridas experimentais no sistema 
LMS mostrado na Figura 2.6, foram calculadas, de acordo com os 
fundamentos apresentados anteriormente, as condições experimentais 
(quociente entre as vazões de líquido e sólido). Para isso foi utilizada a 
teoria do triângulo baseada no equilíbrio. 

As vazões das correntes de extrato e refinado foram medidas 
continuamente durante cada ciclo. O monitoramento on-line 
das medidas de UV/Vis e polarímetro foram realizados para o 
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acompanhamento o comportamento das concentrações de cada 
enantiômero. 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 utilização de amostras coletadas na 
saída das 8 colunas ao longo das mudanças consecutivas, permitiu a 
construção do perfil interno de concentrações.

O desempenho de separação em unidades LMS é fortemente 
dependente das características de empacotamento das colunas. Para 
colunas muito heterogêneas o movimento periódico do sistema das 
correntes de entrada e saída causam mudanças no desempenho da 
separação para cada seção durante os ciclos de operação. A Tabela 2.7 
indica as porosidades médias para cada seção durante cada troca. Esses 
valores foram calculados de acordo com os valores experimentais das 
porosidades de cada coluna já 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 
é uma característica importante para uma boa eficiência do processo 
global de separação.

Tabela 2.7. Médias das porosidades por seção em cada troca

Troca 
1

Troca 
2

Troca 
3

Troca 
4

Troca 
5

Troca 
6

Troca 
7

Troca 
8

Seção 1 0,64 0,65 0,68 0,69 0,68 0,68 0,69 0,67
Seção 2 0,68 0,69 0,68 0,68 0,69 0,67 0,64 0,65
Seção 3 0,68 0,68 0,69 0,67 0,64 0,65 0,68 0,69
Seção 4 0,69 0,67 0,64 0,65 0,68 0,69 0,68 0,68

c- Predição das condições de operação com o modelo simplificado

O efeito da concentração da alimentação na região de separação 
completa já foi bem estudado por Mazzotti et al. (1997), Migliorini et 
al. (1998) e Yu e Ching, (2003). A região de separação fica reduzida com 
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o acréscimo da concentração de alimentação devido aos efeitos da não-
linearidade das isotermas de adsorção. A região ideal para a separação 
pode ser observada na Figura 2.10. Os pontos experimentais (m2, m3) 
de operação foram selecionadas de modo a obter S-cetamina com alta 
pureza na região do refinado.

 As condições experimentais para as corridas realizadas estão 
colocadas na Tabela 2.8. 

Figura 2.10. Regiões de separação baseadas na teoria do equilíbrio para 
diferentes concentrações da alimentação e porosidades medias em cada 
seção: (a) Região de separação para 1,5g/L, (b) Região de separação para 
2,5 g/L e (c) Região de separação para 5 g/L.
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Tabela 2.8: Condições experimentais para as corridas com cetamina no LMS 

Corrida
cF 

(g/L)
t* 

(min)

Vazões (mL/min)
m1 m2 m3 m4QI QIV QR QX QF

R1 1,5 25 1,10 0,38 0,43 0,47 0,18 2,79 1,53 2,01 0,86
R2 2,5 25 1,10 0,38 0.43 0,47 0,18 2,79 1,53 2,01 0,86
R3 5,0 25 1,10 0,37 0,39 0,44 0,10 2,79 1,61 1,88 0,83
R4 5,0 25 1,10 0,38 0,43 0,47 0,18 2,79 1,53 2,01 0,86

d- Experimentos no LMS em condições de não-linearidade

A formulação matemática para concentrações mais elevadas 
necessita levar em conta a não-linearidade das isotermas e os efeitos de 
transferência de massa que ocorrem no espaço entre fluidos e partículas 
sólidas. Tratamentos detalhados para situações em que o sistema 
obedece à isoterma de Langmuir e à dispersão axial pode ser encontrado 
em Rodrigues (2015), Santana et al., (2009) e Santana et al. (2020). A 
pureza para cada condição experimental pode então ser determinada 
pelo enfoque de LMV com o efeito da não-linearidade das isotermas e 
os efeitos não ideais na transferência de massa.

A Figura 2.11 mostra os resultados simulados e experimentais do 
perfil interno de concentrações no estado estacionário de operação para 
as condições m2 e m3 (ver Tabela 2.10). A evolução das concentrações 
ao longo das colunas no final do último ciclo foi comparada com 
valores obtidos matematicamente pelo enfoque LMV considerando 
as porosidades médias e os efeitos de não-linearidade. Os valores 
experimentais e calculados são apresentados na Tabela 2.9.
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Figura 2.11. Perfil de concentrações experimentais e simulado: (a) 
Corrida experimental 2 e (b) Corrida experimental 3. Os símbolos ∆ 
indica o extrato e  o refinado. 

Tabela 2.9. Valores das purezas das correntes obtidas pela predição e 
experimentação.

Trocas
R1 R2 R3 R4

PX (%) PR (%) PX (%) PR (%) PX (%) PR (%) PX (%) PR (%)

1 99,2 99,9 92,7 100,0 87,8 100,0 96,0 75,7

2 99,2 99,9 94,0 100,0 87,6 100,0 94,3 72,5

3 98,7 99,9 87,2 100,0 84,6 100,0 92,4 72,9

4 99,8 99,9 97,2 100,0 92,0 100,0 91,0 70,8

5 99,9 99,9 99,9 100,0 99,1 100,0 89,5 70,2

6 99,9 99,8 99,8 100,0 97,4 100,0 89,3 68,4

7 99,5 99,4 90,8 100,0 98,0 100,0 87,0 65,2

8 98,0 99,6 84,9 100,0 98,5 100,0 86,0 66,0

Média 99,3 99,8 93,3 100,0 93,1 100,0 90,7 70,2

Experimental > 99,5 > 99,5 98,0 > 99,5 96,0 99,0 95,0 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 separação dos enantiômeros da cetamina e com altas purezas no 
extrato e no refinado. Podemos também observar que o enfoque LMV 
levando em conta efeitos não-lineares efetua uma predição adequada do 
desempenho do LMS na separação da cetamina

2.4 CONCLUSÕES
 

Os processos de separação são críticos em diversos processos 
biotecnológicos e, em geral, mais da metade do capital investido em uma 
planta industrial corresponde a separação e a purificação. Adsorção e 
cromatografia são operações controladas pela concentração e possuem 
um crescimento importante desde o sucesso no escalonamento de 
processos contínuos usando o conceito de LMS. O crescimento de 
produtos biotecnológicos dentro do campo farmacêutico é um exemplo 
destacado de como desenvolvimentos recentes nessa área estão 
impactando favoravelmente o mercado. Tal resultado pode ser observado 
pela adoção dessas novas tecnologias na separação de moléculas quirais 
por diversas empresas do ramo com desenvolvimentos industriais que 
antes só era oferecida em escala de laboratório. As pesquisas científicas 
cobrem a maior parte dos métodos de separação e os pesquisadores 
e empresas expandiram a faixa de escala, ademais a integração de 
processos tem trazido um potencial significativo para os novos 
processos de separação por adsorção. O advento de adsorventes com 
maior capacidade de adsorção como os denominados Metal Organic 
Frameworks (MOFs) deverá contribuir com um salto importante para 
a redução do tamanho das unidades industriais, de acordo com revisão 
recente efetuadas por Zhao et al. (2015).
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RESUMO

Na sequência aos estudos sobre 
sistemas contínuos contracorrente 
para a separação cromatográfica, 

apresentamos aqui uma proposta de conceito 
com modificação ao Leito Móvel Simulado 
(LMS) introduzindo o modo Varicol. A 
diferença principal entre o LMS e o Varicol 
é que neste último a injeção e os pontos 
de coleta não se movem simultaneamente. 
Isso faz com que o número de colunas em 
cada zona de separação flutue no tempo, 
enquanto o número de colunas em cada zona 
é mantido constante no processo LMS. O 
Varicol tem a característica de otimizar o uso 
da fase estacionária e reduz a quantidade de 
eluente empregado, gerando um processo 
mais econômico. A aplicação desse conceito 
é demonstrada com o estudo de casos de 
separação e purificação de três misturas 
racêmicas de enantiômeros de interesse no 
campo farmacêutico: o neoplásico mitotano, 
o agente eficaz no tratamento de doenças 
cardiovasculares verapamil e o binol, que é 
intermediário de sínteses assimétrica. Foi 
realizada a separação sos enantiômeros com 
pureza elevada e na escala de gramas/dia 
desses compostos.
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3.1 INTRODUÇÃO

3.1.1 Metodologia Experimental com o Uso do Sistema Varicol

Os sistemas LMS são caracterizados pelo movimento 
sincronizado das correntes de entrada e de saída mantendo-se as 
relações equivalentes com o LMV. No LMS o número de colunas em 
cada seção permanece constante, o que significa que o comprimento de 
cada seção não se modifica com o tempo, e isso permite caracterizar um 
processo LMS especificando o modo em que as colunas se distribuem 
entre as seções. Por exemplo, uma configuração 2-2-2-2 representa 
um sistema com um total de oito colunas contendo duas colunas em 
cada seção, como mostrado na Figura 3.1. No LMS essa configuração 
se mantém enquanto o tempo de processo prossegue, por exemplo, 
entre um tempo t e um tempo t+Δt.

Figura 3.1. Sistema LMS com oito colunas e quatro seções com a 
configuração 2-2-2-2.

O processo denominado Varicol (comprimento de coluna variável) 
foi patenteado por Adam et al. (2000), atuando como pesquisadores da 
empresa Novasep. Esse processo apresenta como principal inovação as 
unidades contínuas operando com o avanço da alimentação e a retirada 
das correntes em um modo não sincronizado como delineado por Pais 
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e Rodrigues (1998). Com essa inovação o comprimento das colunas e a 
configuração não é mantida ao longo do período de operação. A diferença 
principal entre o LMS e o Varicol é que nesse último a injeção e os pontos 
de coleta não se movem simultaneamente. Esse procedimento faz com 
que o número de colunas em cada zona de separação flutue no tempo, 
enquanto no processo LMS o número de colunas em cada zona é mantido 
constante no processo. Desse modo o Varicol otimiza o uso da fase 
estacionária e, geralmente, reduz a quantidade de eluente o que se traduz 
em economicidade no processo e aumento da concentração dos produtos. 

O processo de separação 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 alimentação; Zona III: entre a linha da 
alimentação e a linha do refinado; e, Zona IV: entre a linha do refinado 
e a linha do eluente.

As linhas de alimentação, eluente, extrato e refinado são mudadas 
em determinados períodos Δt, seguindo um padrão não-simultâneo 
associado ao número médio de colunas requerido por zona durante o 
ciclo. Um ciclo completo é composto de períodos sucessivos, permitindo 
as diferentes linhas retornarem às suas posições iniciais. No Varicol, ao 
contrário do LMS, o número médio de colunas em no mínimo duas zonas 
é um número real, não necessariamente um número 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 relação à 
entrada e saída das correntes em cada zona.
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A operação de uma unidade Varicol está esquematizada na Figura 
3.3 (a) e (b). A configuração do processo no instante t, Figura 3.3 (a), é 
caracterizado pela ausência de uma coluna  na Zona I e a presença e duas 
colunas na Zona II e uma coluna nas Zonas III e IV. Nenhuma coluna 
está entre o ponto de entrada do eluente do ponto de saída do extrato. 
Essa distribuição de colunas permanece constante durante meio período. 
No tempo (t + 0,5 Δt) a saída as correntes de extrato e refinado muda 
simultaneamente, enquanto as correntes de eluente e alimentação não 
mudam. A nova configuração (Figura 3.3 b) é caracterizada pela ausência 
de coluna na Zona IV e pela presença de duas colunas na Zona III e uma 
coluna nas Zonas I e II. Essa configuração permanece constante até o final 
do período Δt e nesse momento a entrada do eluente e da alimentação 
muda, fazendo-se com que as correntes do extrato permanecer nas 
mesmas posições, o que conduz à configuração 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.

a)

b)
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Segundo observação de Ludemann-Hombourger et al. (2002) é 
importante enfatizar que entre cada coluna as duas correntes de saída 
precisam ser conectadas com a linha de reciclo antes das correntes do 
eluente e alimentação, e seguindo a direção da corrente de reciclo, 
segundo a Figura 3.4. Desse modo é evitada a contaminação das correntes 
de refinado e de extrato pela corrente de alimentação quando não houver 
coluna nas Zonas II e III, e é evitada a diluição do extrato e do refinado 
pelo eluente quando não houver colunas nas Zonas I e/ou IV.

Figura 3.4. Conexão das correntes e entrada e saída no processo Varicol.

Como resultado do mecanismo exposto, enquanto o LMS 
convencional mostra um número limitado de configurações com um 
mínimo de uma coluna por seção, o processo Varicol não exibe essa 
limitação e apresenta um número infinito de configurações. Esse fato 
faz com que as unidades Varicol sejam muito flexíveis e robustas quando 
comparadas com os LMS convencionais especialmente nos casos em 
que o número de colunas é pequeno.

3.1.2 Sistema Experimental Varicol-Micro

O sistema Varicol-Micro é um sistema de separação projetado 
para a separação contínua de produtos da química fina, fármacos (por 
exemplo: enantiômeros) e intermediários farmacêuticos, em escala 
de laboratório. O mesmo projeto lógico e programa operacional são 
aplicados tanto no Varicol-Micro como em outros sistemas Varicol. 
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Trabalhos de desenvolvimento podem ser transferidos para operações 
em escala maior. Dependendo da purificação a ser considerada, a 
capacidade do sistema pode ser de 1 a 50 g/dia.

O Varicol-Micro é equipado com a opção do sistema de controle 
avançado, permitindo que a unidade efetue um ajuste próprio dos 
principais parâmetros operacionais (vazões 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 múltiplas. Uma solução 
de mistura binária é bombeada continuamente nas colunas, enquanto 
os componentes purificados da mistura são continuamente retirados do 
sistema. Na cromatografia clássica, uma fase móvel é bombeada através 
de uma coluna contendo um adsorvente que é a fase estacionária e os 
componentes de uma mistura binária são separados porque eles se 
movem através da coluna  com diferentes valores de velocidades. Se o 
adsorvente estiver se movendo na direção oposta à fase móvel 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 móvel. Nos casos em que a mistura é continuamente 
injetada, os componentes da mistura serão continuamente separados, 
um componente ficando na fase líquida e o outro na fase sólida. Em 
geral, não é prático mover o sólido na direção oposta à fase líquida, mas 
é possível simular o movimento da fase sólida usando-se várias colunas 
conectadas em série e movendo os pontos de injeção e os pontos de 
retirada dos componentes utilizando válvulas.

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

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

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

O sistema total é controlado por um programa específico de 
computador o qual é projetado para monitorar a purificação de acordo 
com regras de qualidade e segurança operacional.

O sistema físico do Varicol-Micro é constituído dos seguintes 
itens: bombas (cinco bombas), tubulações (de 1/16 e de 1/8 polegadas), 
válvulas, controle de temperatura, sensores, válvula de 6 vias, válvula 
de detecção e estrutura de aço inox, programa Help, computador, PLC 
Siemens, sistema de detecção UV (ultravioleta), polarímetro, e, colunas 
de 10 milímetros de diâmetro (oito colunas de 1 cm de diâmetro, 
supridas com empacotamento do tipo Chiralpak AD) 

As dimensões máximas do sistema são: comprimento de 800 mm, 
profundidade de 600 mm, altura de 700 mm e peso aproximado de 120 
kg. As necessidades de potência são de duas linhas de 220V, 50 Hz, 2 kW. 
Necessita de ar comprimido com 5,5 atm de pressão mínima com ar livre 
de óleo, consumo máximo de 1 a 3 m3, e conector de ¼ de polegada.

O diagrama básico que mostra a diferença em relação ao tempo de 
troca das posições no sistema se encontra na Figura 3.5. 

Figura 3.5. Diagrama básico que mostra a diferença em relação ao 
tempo de troca das posições no sistema.
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O sistema físico vem acompanhado de um software denominado 
de Help, que permite determinar ferramentas importantes de análise 
como a isoterma de adsorção a partir de dados básicos cromatográficos 
obtidos com uma coluna em laboratório. Esse software permite ainda 
projetar as vazões a serem alimentadas ao sistema e a predição de algumas 
variáveis importantes como o consumo de solvente e a produtividade 
esperada para o sistema de separação.

Uma fotografia da unidade Varicol-micro instalado no Laboratório 
de Cromatografia Preparativa da Faculdade de Engenharia Química da 
Unicamp é mostrada na Figura 3.6

Figura 3.6. Sistema Varicol instalado no Laboratório de Cromatografia 
Preparativa da Faculdade de Engenharia Química da Unicamp

3.2 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS DA ISOTERMA

O método utilizado na determinação da isoterma não linear 
consistiu na obtenção dos tempos de retenção formados pelos picos dos 
pulsos analíticos e os tempos de retenção à meia altura das frentes dos 
picos formados pelas injeções de sobrecarga. A partir da obtenção dos 
tempos de retenção no modo analítico e no modo de sobrecarga com 
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a mesma fase estacionária, os dados encontrados foram inseridos no 
software desenvolvido pela Novasep, chamado de Help. Esse programa 
está baseado no trabalho de Nicoud e Seidel-Morgenstern (1996), e 
considera uma isoterma que representa a adsorção competitiva e não 
competitiva em tipos diferentes de sítios de adsorção, que é característica 
de separações quirais. A equação geral da isoterma é dada por:

                  (3.1)

onde qi é a quantidade de soluto adsorvida, qs o valor dessa quantidade 
na saturação , Ci a concentração da solução λi o coeficiente da isoterma 
linear  e bjos coeficientes experimentais da isoterma bi-Langmuir.

3.3 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS DA ISOTERMA

A queda de pressão total no sistema de colunas é uma variável 
importante para que seja limitada à vazão volumétrica máxima de 
operação. O cálculo aproximado dessa queda de pressão pode ser 
realizado pela equação de Ergun como apresentada por Bird et al. (2000):

              (3.2)

Na equação de Ergun a queda de pressão por unidade de 
comprimento ΔP/L é obtida com o conhecimento do diâmetro médio 
das partículas Dp, da porosidade média do leito ε, da viscosidade µ do 
fluido, da massa específica do fluido ρ e da velocidade superficial no 
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leito poroso q que é calculado pelo quociente entre a vazão volumétrica 
e a área da seção transversal da coluna.

Correlações mais precisas para o cálculo de ΔP/L com partículas 
de pequenos diâmetros (abaixo de 0,1 mm) e baixas porosidades foram 
sugeridas por Massarani (1997) são baseadas na permeabilidade K do 
leito de partículas e se adaptam melhor às partículas utilizadas nesse 
trabalho. O cálculo a ser desenvolvido pela metodologia Massarani é 
realizado através das equações 3.3 e 3.4, apresentadas a seguir. 

                (3.3)

              (3.4)

O cálculo da permeabilidade K é realizado através de medidas de 
ΔP/L para baixas velocidades superficiais q (região de linearidade entre 
ΔP/L e q) em um leito de partículas e aplicada a Lei e Darcy dos meios 
porosos, que corresponde ao termo linear da Equação 3.3, ou seja:

                  (3.5)



103

PROCESSOS DE SEPARAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PRODUTOS FARMACÊUTICOS

3.4 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS DA ISOTERMA

3.4.1 Separação dos Enântiomeros do Mitotano

Em função da obtenção de um conjunto coerente e completo de 
resultados fundamentais na separação do mitotano em uma coluna, já 
apresentados no Capítulo 1 desse livro, foi considerada como promissora 
a separação contínua com a realização de um conjunto de corridas 
experimentais no Sistema Varicol, de acordo com a metodologia apresentada 
anteriormente. Os resultados serão aqui utilizados para alimentar a 
metodologia o cálculo as condições operacionais do sistema contínuo.

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

O processo para a determinação dos parâmetros da isoterma de 
Langmuir competitiva seguiu as seguintes etapas:

a- Parâmetros Básicos da Coluna

Na primeira etapa, dentro da janela de tela do Help mostrado 
Figura 3.7 foi inscrito as medidas dos parâmetros da coluna (diâmetro, 
comprimento, porosidade da coluna e tamanho da partícula) e a condição 
de injeção analítica (vazão e tempo de retenção dos enantiômeros).
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Figura 3.7. Janela de entrada de dados adaptada do Help que se refere às 
medidas dos parâmetros da coluna e a injeção analítica.

b- Dados de Injeção com Soluções Concentradas

Na segunda etapa, foram inseridos os dados das injeções de 
sobrecarga que corresponde à Figura 1.14 do Capítulo 1 deste livro. Para 
o uso do programa Help de cálculo são necessários os dados de vazão, 
do volume injetado, da concentração dos enantiômeros e dos tempos 
de retenção a meia altura das frentes dos picos. Em seguida o botão 
“calculate” é pressionado (Figura 3.8), dando uma resposta dos valores 
dos parâmetros da isoterma de Langmuir competitiva. Na sequência o 
botão “verify” é pressionado, fornecendo assim a estimativa dos tempos 
de retenção em função 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 saída dos dados adaptados do 
Help que se refere às medidas de sobrecarga e os parâmetros da isoterma 
de adsorção.

Figura 3.9. Curva dos tempos de retenção em função da quantidade 
injetada de soluto sobre condições de sobrecarga adaptado do Help.
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c- Eficiência da coluna, e dados de entrada de vazão e pressão

As medidas da eficiência da coluna, a vazão e a pressão exercida 
dentro da coluna foram inseridas no Help, em seguida o botão “calculate” é 
pressionado e são fornecidos os coeficientes da equação van Deemter para a 
altura equivalente a um prato teórico determinado pela Equação 3.6:

               (3.6)

onde DL é o coeficiente de dispersão axial da coluna; km o coeficiente 
de transferência de massa global.

Nessa equação estão incluídos dados de eficiência cromatográfica 
em termos de altura equivalente a um prato teórico e a queda de pressão 
dos dados obtidos experimentalmente, conforme Figura 3.10.

Figura 3.10. Quadro de entrada e saída de dados da eficiência da coluna 
a da queda de pressão adaptada do Help.
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d- Dados Típicos para as Corridas Iniciais Visando a Separação do 
Mitotano

Dados adicionais para a obtenção de parâmetros importantes 
para serem alimentados ao sistema Varicol são os seguintes: 1) 
queda de pressão máxima; 2) diâmetro das colunas; 3) comprimento 
das colunas; 4) solubilidade da alimentação; e, 5) Composição da 
alimentação. Esses dados estão mostrados na Figura 3.11 na forma de 
janela de tela do programa Help.

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

d- Vazões das Correntes Projetadas para Uso no Varicol

As vazões calculadas pelo sistema computacional estão mostradas 
na Figura 3.12.
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Figura 3.12. Vazões projetadas para as correntes no sistema Varicol.

d- Perfis Internos Calculados para o Varicol

O software Help permite prever os perfís 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 concentrações previsto teoricamente
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Figura 3.14. Produção, produtividade e consumo de solvente calculados 
teoricamente pelo software Help

d- Resultados Finais para a Separação do Mitotano no Sistema Varicol

Os resultados finais da corrida experimental para a separação 
do mitotano na fase estacionária Tris 3,5-dimetilfenilcarbamato de 
amilose com 6 colunas e 1 cm e diâmetro e 10 cm e comprimento, 
concentração da alimentação de 50 g/mL e temperatura e 25 oC estão 
resumidos na Tabela 3.1:

Tabela 3.1. Tabela-resumo referente à pureza dos produtos e ao 
desempenho obtido durante a separação de mitotano no Varicol

N° de Ciclos Pureza

Rafinato Extrato

35 93,79 96,63

37 95,71 97,5
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N° de Ciclos Pureza

Rafinato Extrato

44 96,4 97,56

55 97,4 96,7

60 97,7 97,3

66 98,13 91,245

Desempenho

Consumo do solvente 61,0 L/kg enantiômero

Produtividade S(-)mitotano 2,87 g refinado/g FEQ.dia

Produtividade R(+)mitotano 2,87 g extrato/g FEQ.dia

3.4.2 Separação dos Enântiomeros do Verapamil

O verapamil (2-(3,4-dimetoxifenil)-5-[2-(3,4-dimetoxifenil) etil-
metil-amino]-2-propan-2il-pentanonitrila) é um fármaco derivado 
sinteticamente da papaverina e que exibe potente e seletiva ação 
bloqueadora sobre os canais de cálcio do tipo L, atuando como agente 
eficaz no tratamento de doenças cardiovasculares, tais como: hipertensão, 
arritmias supraventriculares e angina pectoris de acordo com Singhal 
et al. (2012). Apresenta fórmula molecular C27H38N2O4, massa molar 
de 454,59 g/mol e encontra-se disponível como líquido oleoso e viscoso 
de coloração amarelo pálido. O fármaco caracteriza-se por ser um 
composto quiral comercializado e administrado como mistura racêmica 
dos enantiômeros S-(-)-verapamil e R-(+)-verapamil (Figura 3.15), os 
quais exibem propriedades farmacológicas distintas. O enantiômero 
S-(-)-verapamil, de acordo com Mateus et al. (2007), apresenta maior 
potencial cardiovascular quando comparado ao seu antípoda óptico 
R-(+)-verapamil e este, por sua vez, exibe ação antitumoral, atuando 
como inibidor hepatocarcinogênico segundo Yoshida et al. (2010).
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Figura 3.15. Estrutura molecular dos enantiômeros do verapamil: (A) 
S-(-)-verapamil;   (B) R-(+)verapamil.

A mistura racêmica do verapamil utilizada nesse estudo foi 
gentilmente doada pelas Indústrias Farmacêuticas EMS  de Hortolândia, 
São Paulo, Brasil.

A fase estacionária utilizada é o tris 3,5-dimetilfenilcarbamato de 
amilose que possui o nome comercial de Chiralpak AD com diâmetro 
médio de partículas de 20 μm. A coluna utilizada possui o comprimento 
de 10 cm e diâmetro interno de 10 mm. A fase móvel é formada por 
hexano, isopropanol, etanol e dietilamina na composição 90:5: 5:0,1 % 
(v/v/v/v), respectivamente, e selecionada com base em experimentos 
preliminares em Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). Os 
experimentos foram todos realizados na temperatura e 25oC.

O perfil de eluição em fase diluída para uma coluna foi obtido 
com a concentração de 0,2 g/L, vazão de eluição de 1 mL/min, detecção 
UV em 270 nm e volume de injeção de 20 μL e o perfil cromatográfico 
da separação mostrado na Figura 3.16.

Na separação quiral realizada na fase estacionária tris 3,5 
dimetilfenilcarbamato de amilose, a ordem de eluição  dos enantiômeros 
do verapamil  já foi obtida por Mateus et al. (2007) indicando que  a 
configuração S-(-)-verapamil  é a menos retida enquanto que e R-(+)-
verapamil é a mais retida.
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Os parâmetros cromatográficos básicos obtidos para a separação 
em fase diluída na vazão de eluição de 1 mL/min e temperatura e  25 oC 
são mostrados na Tabela 3.2.

Figura 3.16. Perfil cromatográfico da separação, em fase diluída, do 
verapamil em tris 3,5 dimetilfenilcarbamato de amilose (Chiralpak AD) 
com fase móvel hexano: isopropanol: etanol: dietilamina 90: 5: 5: 0,1 % 
(v/v/v/v), respectivamente.

Tabela 3.2. Parâmetros cromatográficos obtidos durante a separação 
dos enantiômeros de verapamil em fase diluída

Parâmetros
Enantiômero

S-(-)-verapamil R-(+)-verapamil

Tempos de retenção (min) 21,080 26,170

Fator de retenção (k) 2,984 3,984

Número de pratos teóricos 950 887

Resolução (RS) 1684

Fator de separação (α) 1340
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O perfil de eluição em fase concentrada foi obtido com a 
concentração da solução de 10 g/L, vazão de eluição de 1 mL/min, 
detecção em UV a 260 nm e volumes de injeção de 20, 50, 100, 200 
e 500 μL. Os resultados para os perfis cromatográficos de soluções 
concentradas são mostrados na Figura 3.17.

Figura 3.17. Perfil de eluição para os enantiômeros de verapamil em 
fase concentrada (sobrecarga de injeção na coluna cromatográfica).

Do mesmo modo como apresentado no estudo de casos 
referente ao mitotano, aqui são apresentados os resultados obtidos 
pelo simulador HELP, para o verapamil. Tais resultados são de suma 
importância para a operação do leito móvel micro-Varicol e obtenção 
de resultados experimentais na separação quiral dos enantiômeros 
da molécula de verapamil. Esses resultadfos foram alimentados ao 
sistema obtido anteriormente.

Os dados da injeção analítica são mostrados na janela e tela o 
simulador HELP apresentada na Figura 3.18.
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Figura 3.18. Dados de injeção analítica do verapamil no sistema Varicol.

As isotermas de adsorção são calculadas pelo simulador HELP e 
apresentados como uma janela de tela na Figura 3.19.

Figura 3.19. Isotermas de adsorção calculadas para o verapamil
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A determinação dos parâmetros da isoterma de adsorção dos 
enantiômeros S-(-)-verapamil e R-(+)-verapamil foi realizada com os 
dados experimentais do perfil de eluição em fase concentrada (Figura 
3.17 ). Foram tomados como “dados de entrada” os valores de tr1 e tr2, 
correspondentes aos tempos (em minutos), obtidos como ponto de 
máximo quando se aplicou o método da primeira derivada em cada um 
dos perfis de eluição. 

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

             (3.7)

             (3.8)

onde λ, β e ψi são os parâmetros ajustáveis da isoterma, q1 e q2as 
quantidades adsorvidas para os componentes 1 e 2 e C1 e C2 as 
concentrações na fase liquida dos componentes 1 e 2.

Tabela 3.3. Valores numéricos dos parâmetros das isotermas de adsorção.

Enantiômero
Parâmetros das isotermas de adsorção

λ βψi β ψi

S-(-)-verapamil 2,5 1,3066 19 0,06877

R-(+)-verapamil 2,5 2,3868 19 0,12562
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                 (3.9)

             (3.10)

A representação gráfica para as equações acima mencionadas é 
apresentada na Figura 3.20.

Figura 3.20. Isotermas de adsorção dos enantiômeros S-(-)-verapamil e 
R-(+)-verapamil na fase estacionária Chiralpak AD a 25 ºC.

A partir das Equações 3.2 a 3.6 foram calculadas as quedas e 
pressões e altura equivalente a um prato teórico, de acordo com a tela o 
simulador HELP mostrada na Figura 3.21.
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Figura 3.21. Dados da hidrodinâmica do sistema Varicol para o verapamil

Os dados básicos referentes à alimentação estão mostrados na 
Figura 3.22.

Figura 3.22. Dados referentes à alimentação do verapamil no sistema Varicol

As vazões iniciais de alimentação ao sistema Varicol-micro  e 
número e colunas por zona são mostrados na Figura 3.23.
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Figura 3.23. Vazões iniciais de soluções de verapamil alimentadas ao Varicol

Os perfis internos obtidos no sistema Varicol-micro para o 
verapamil são mostrados na Figura 3.24.

Figura 3.24. Perfis de concentração do verapamil calculados para o 
sistema Varicol
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Conforme especificado, as purezas obtidas pelo simulador HELP 
correspondem à 99,96 % para o refinado (S-(-)-verapamil) e à 99,99 % 
para o extrato (R-(+)-verapamil).

Os parâmetros principais de desempenho na separação o 
verapamil estão mostrados na Figura 3.25.

Figura 3.25. Parâmetros de desempenho para o verapamil  calculados 
pelo sistema Varicol

Com a utilização de 6 colunas Chiralpak AD (100 x 10 mm x 20 
μm) em série e concentração da alimentação de 12,5 g/L de verapamil, 
foram retiradas no decorrer da corrida experimental amostras das 
correntes de refinado e extrato para o monitoramento instantâneo de 
pureza em ciclos específicos. 

As purezas foram obtidas em sistema CLAE utilizando-se uma coluna 
analítica com a fase estacionária AmyCoat (Cromais®) com nome científico 
Tris 3,5 dimetilfenilcarbamato de amilose, comprimento da coluna de 25 cm, 
diâmetro interno da coluna de 4,6 mm e diâmetro de partícula de 10 μm.

Para a determinação das purezas foi utilizada a fase móvel hexano: 
isopropanol: etanol:dietilamina na composição: 90:5:5:0,1 % (v/v/v/v), 
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respectivamente. A vazão utilizada no CLAE é de 1 mL/min, a temperatura 
de 25 ºC, detecção em UV a 270 nm e volume de injeção de 20 μL.

A Tabela 3.4 e a Figura 3.26 mostram o conjunto de purezas 
obtidas em ciclos específicos 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 às amostras 
coletadas ao longo de todos os ciclos ocorridos durante a corrida 
experimental com o leito móvel Varicol. Os valores de pureza foram 
determinados através dos cromatogramas representados pelas Figuras 
3.27 e 3.28, através da divisão entre as respectivas áreas dos picos 
cromatográficos referentes a cada enantiômeros.

Tabela 3.4. Purezas obtidas em ciclos específicos da corrida experimental

Número de Ciclos
Pureza (%)

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 92,0

34 91,0 90,0

37 90,5 90,5

40 89,7 88,0
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Figura 3.26. Pureza dos enantiômeros obtida em função do número 
de ciclos da corrida experimental no leito móvel Varicol. ( ) Extrato/ 
R-(+)-verapamil; (■) Refinado/ S-(-)-verapamil.

Figura 3.27. Cromatograma obtido por HPLC analítico  para obtenção 
da pureza do extrato.
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Figura 3.28. Cromatograma obtido por HPLC para análise de pureza 
do refinado.

As Tabelas 3.5 e 3.6, a seguir, apresentam os principais parâmetros 
experimentais obtidos na separação do verapamil, contendo os dados 
finais fundamentais para a separação por cromatografia contínua em seis 
colunas simultâneas, conectadas em série, do sistema Varicol utilizando 
a fase estacionária tris –(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose e a fase 
móvel hexano: isopropanol: etanol: dietilamina 90: 5: 5: 0,1 % (v/v/v/v).

Tabela 3.5. Tabela dos parâmetros operacionais da separação do 
verapamil no Varicol

Parâmetros Operacionais

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

Fase móvel Hexano: isopropanol: etanol: dietilamina 90: 5: 5: 0,1 
% (v/v/v/v).

Número de colunas 6 (cada uma com 6 gramas de Fase estacionária quiral.

Comprimento da coluna 100 mm
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Parâmetros Operacionais

Diâmetro interno da coluna 10 mm

Concentração de 
alimentação 12,5 g/L

Vazão de alimentação 0,51 mL/min

Vazão de eluente 4,69 mL/min

Temperatura 25 °C

Pressão 30 bar

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

Desempenho

Pureza do enantiômero  do S(-) 92,5 %

Excesso enantiomérico do S(-) 85,0 %

Pureza do enantiômero R(+) 88,5 %

Excesso enantiomérico do R(+) 77 %

Consumo do solvente 81,6 L/kg enantiômero

Produtividade S(-)verapamil 0,14 g refinado/g FEQ.dia

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

É válido ressaltar que os dados aqui apresentados constituem 
no primeiro conjunto completo de resultados em escala mundial 
decorrentes do uso da cromatografia contínua no modo Varicol para a 
separação da molécula do fármaco verapamil.
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3.4.3 Separação dos Enântiomeros do Binol

O binol (Figura 3.29) é um arcabouço muito valioso para confecção 
de ligantes úteis em catálise assimétrica. O derivado mais conhecido é o 
BINAP (Figura 3.29) utilizado em hidrogenações assimétricas catalíticas 
(Shimizu et al., 2005)

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

O binol racêmico utilizado nesse estudo foi obtido pelo Laboratório 
de Sínteses Orgânicas do Instituto de Química da Unicamp.

 A fase estacionária utilizada é o tris 3,5 dimetilfenilcarbamato de 
amilose que possui o nome comercial de Chiralpak AD com diâmetro 
médio de partículas de 20 μm. A coluna utilizada possui o comprimento 
de 10 cm e diâmetro interno de 10 mm. A fase móvel é formada por  
100% metanol e selecionada com base em experimentos preliminares em 
HPLC. Os experimentos foram todos realizados na temperatura de 25oC.

Os perfis de eluição do binol para várias concentrações desde a 
fase diluída até a concentrações mais elevadas são mostrados na Figura 
3.30. Para esses dados são utilizadas vazão de eluição de 1 mL/min, 
detecção UV em 270 nm e volume de injeção de 20 μL.
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Figura 3.30. Perfil de eluição para os enantiômeros do binol em fase 
diluída e concentrada.

Do mesmo modo estudados nos casos anteriormente descritos e 
referente ao mitotano e verapamil, aqui são apresentados a seguir os 
resultados obtidos pelo simulador HELP® 10.3, para o caso da separação 
do binol. Tais resultados são de muita importância para a operação do 
leito móvel micro-Varicol e obtenção de resultados experimentais na 
separação quiral dos enantiômeros. Para a obtenção desses dados foram 
alimentados ao sistema os dados obtidos no item 3.3.2.

 Os daos para injeção com soluções diluídas o binol são mostrados 
na Figura 3.31.

Figura 3.31. Dados de injeção analítica do binol no sistema Varicol
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As isotermas de adsorção o binol a 25oC na fase estacionária 
Chiralpak estão mostrados na Figura 3.32.

Figura 3.32. Isotermas de adsorção calculadas para o binol.

Os dados principais de queda de pressão e altura dos pratos 
teóricos da coluna estão mostrados na Figura 3.33.

Figura 3.33. Dados da hidrodinâmica do sistema Varicol para o binol.
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Os dados referentes à alimentação das soluções de binol estão 
apresentados na Figura 3.34.

Figura 3.34. Dados referentes à alimentação do binol no sistema Varicol.

Os parâmetros básicos para o processamento no sistema Varicol 
estão apresentados na Figura 3.35.

Figura 3.35. Vazões iniciais e soluções de binol alimentadas ao Varicol.
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O perfil de concentrações simulado para o sistema binol-Varicol 
está na Figura 3.36.

Figura 3.36. Perfis de concentração do binol calculados para o sistema Varicol

Os parâmetros principais de desempenho do sistema Varicol para 
a separação o binol estão mostrados na Figura 3.37.

Figura 3.37. Parâmetros de desempenho para o binol calculados pelo 
sistema Varicol
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Com a utilização de 6 colunas Chiralpak AD (100 x 10 mm, 
20 μm) em série e concentração da alimentação de 3,3 g/L de binol 
racêmico foram retiradas no decorrer da corrida experimental amostras 
das correntes de refinado e extrato para o monitoramento instantâneo 
de pureza em ciclos específicos.

As purezas foram obtidas por meio de análise de concentração 
utilizando CLAE utilizando-se uma coluna analítica com a fase estacionária 
AmyCoat (Kromasil®) com nome científico Tris 3,5 dimetilfenilcarbamato 
de amilose, comprimento da coluna de 25 cm, diâmetro interno da coluna 
de 4,6 mm e diâmetro de partícula de 10 μm.

Para a determinação das purezas foi utilizada a fase móvel formada 
por metanol 100%. A vazão utilizada no HPLC é de 1 mL/min, a temperatura 
de 25 oC, detecção em UV à 270 nm e volume de injeção de 20 μL.

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

Figura 3.38. Cromatograma obtido por HPLC para análise de pureza 
do extrato (Pureza = 96%; excesso enantiomérico = 92%).
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Figura 3.39. Cromatograma obtido por HPLC para análise de pureza 
do refinado (Pureza = 79%; excesso enantiomérico = 58 %).

Considerando-se a pureza obtida pela análise dos cromatogramas 
do extrato e do rafinado em conjunto com os perfis de UV e polarímetro 
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 elevação no sinal de absorbância do UV, indicação clara de um 
ajuste incorreto do número de colunas por zona e das vazões iniciais.

Apesar da simulação realizada no programa HELP indicar 
altas purezas para ambos os enantiômeros, deve-se considerar que o 
conjunto de parâmetros obtido constitui as condições de contorno do 
sistema utilizadas pelo controle automático (ACS) para tentar ajustar as 
vazões no decorrer da purificação. De forma alguma existe a garantia de 
que estas vazões iniciais sejam as corretas quando se utilizam soluções 
mais diluídas, como é o caso. Em nossa abordagem, foi empregada 
uma solução de concentração 3,3g/L (1g de material em 300 mL de 
solvente), pois esta é a concentração-limite mínima que se encaixa nas 
necessidades de um laboratório de síntese orgânica. 

As Tabelas 3.7 e 3.8 apresentam, resumidamente, os principais 
parâmetros experimentais obtidos na separação binol, contendo os 
dados finais fundamentais para a separação por cromatografia contínua 
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em seis colunas simultâneas, conectadas em série, do sistema Varicol 
utilizando a fase estacionária tris –(3,5-dimetilfenilcarbamato) de 
amilose e a fase metanol 100%.

Tabela 3.7. Resumo dos parâmetros operacionais da separação do binol.

Parâmetros Operacionais

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

Fase móvel Metanol, 100 %

Número de colunas 6

Comprimento da coluna 100 mm

Diâmetro interno da coluna 10 mm

Concentração de alimentação 3,3 g/L

Vazão de alimentação 0,47

Vazão de eluente 3,02

Temperatura 25 °C

Pressão 30 bar

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

Desempenho

Pureza do enantiômero  do S(-) 96%

Excesso enantiomérico do S(-) 92%

Pureza do enantiômero R(+) 79%
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Desempenho

Excesso enantiomérico do R(+) 58%

Consumo do solvente 421 L/kg enantiômero

Produtividade S(-)binol 0,035 (kg extrato/kg FEQ.dia)

Produtividade R(+)binol 0,028 (kg rafinato/kg FEQ.dia)

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

3.5 CONCLUSÕES

Foi demonstrada a eficiência do conceito Varicol de separação 
contínua para três diferentes misturas racêmicas de fármacos. Os 
resultados mostraram que os enantiômeros dos fármacos mitotano, 
verapamil e binol foram satisfatoriamente separados em coluna 
Chiralpak AD na escala semi-preparativa de gramas/dia. A separação 
ocorreu praticamente até a linha de base para os três compostos. Os 
parâmetros cromatográficos obtidos (fatores de retenção, seletividade 
e resolução) enquadraram-se nas faixas de valores reportados na 
literatura que classificam a separação como completa. Foram obtidos 
dados importantes de processamento como a produtividade por massa 
de adsorvente e o consumo e solvente nas separações.
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RESUMO

Ofoco deste capítulo é a investigação 
do processo de separação por 
cromatografia contínua conhecido 

como Leito Móvel Simulado (LMS) para 
a separação da mistura racêmica de 
praziquantel (PZQ), utilizada no combate 
à esquistossomose. A unidade de LMS 
projetada e construída foi validada e o 
seu desempenho foi comparado com os 
encontrados na literatura para a separação 
do racemato de praziquantel. O desempenho 
da unidade construída foi superior aos 
encontrados na literatura, mesmo com a 
concentração de alimentação de praziquantel, 
aproximadamente, 10 vezes inferior aos  
previamente utilizado por outros autores. 
Dentre os experimentos realizados na 
unidade, o que utilizou maior concentração 
de alimentação permitiu à unidade operar na 
região não-linear da isoterma. Além disso, 
a atual unidade foi capaz de atingir o estado 
estacionário cíclico mais rapidamente.
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4.1 INTRODUÇÃO

 Praziquantel (PZQ) é um anti-helmíntico contra um grande 
espectro de parasitas trematóides e cestóides (Reich et al., 1998). Graças 
a esta característica particular, a substância inclusa na lista de remédios 
essenciais organizada pelo OMS (WHO, 2021). A administração é oral 
(i.e., forma de comprimidos). Infelizmente, esses comprimidos não 
incluem todos os grupos de seres humanos no tratamento. Crianças 
em idade pré-escolar (abaixo de 5 anos) não são capazes de engolir 
esses comprimidos, o que leva a grandes chances de descontinuidade 
no tratamento por parte dessas crianças. Atualmente, somente crianças 
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 são necessárias para o tratamento de crianças em idade 
pré-escolar (> 60 mg/kg), enquanto em adultos as doses adequadas 
são aproximadamente 40 mg/kg. Os comprimidos regulares contêm 
a mistura racêmica (The pedriatic formulation, 2021), no qual o 
composto levo-praziquantel (L-PZQ) é o princípio ativo, e o dextro-
praziquantel (D-PZQ), além de não servir de princípio 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 não permite que o comprimido seja 
mastigável. Com o intuito de solucionar este problema, pesquisadores, 
que fazem parte de uma cooperação público-privada internacional, estão 
desenvolvendo um comprimido sublingual rico em L-PZQ, permitindo 
assim que o comprimido tenha um quarto do tamanho do comprimido 
comercialmente disponível e menor amargor. Outros estudos com 
o racemato também estão em desenvolvimento, como por exemplo 
o encapsulamento do PZQ racêmico (Malhado et al., 2016; Paiva et 
al., 2019). Apesar da problemática em torno das crianças em idade 
pré-escolar, outros estudos relevantes com o PZQ são: resistência dos 
esquistossomos em relação ao princípio ativo (L-PZQ) (Doenhoff et al., 
2009; Melman et al., 2009; Doenhoff et al., 2009) e síntese de derivados 
do PZQ (Giglielmo et al., 2014; Dong et al., 2010; Duan et al., 2012), 
modificações do PZQ com o objetivo de matar esquistossomos jovens 



139

PROCESSOS DE SEPARAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PRODUTOS FARMACÊUTICOS

(Zheng et al., 2014). Além dos estudos com o L-PZQ, os ecperimentos 
de racemização também são importantes e demandam o fornecimento 
de D-PZQ puro. Outros estudos importantes são a determinação do 
mecanismo de ação do L-PZQ sobre o parasita (Doenhoff et al., 2002; 
Melman et al., 2009; Zheng et al., 2014). Portanto, ter à disposição 
os enantiômeros puros é fundamental para que os estudos acima 
possam acontecer, lembrando que não há disponibilidade no mercado 
de enantiômeros do PZQ puros. Há uma lacuna na obtenção desses 
enantiômeros puros, pois a separação é cara, devido à ineficiência na 
separação. A separação via cromatografia contínua em contracorrente 
é uma solução viável, que será abordada neste capítulo através do Leito 
Móvel Simulado (LMS).

4.1.1 Separação do Praziquantel Utilizando o Conceito de LMS

Em 1993, Ching et al. (1993) foram os primeiros a utilizar o 
LMS para separar a mistura racêmica do praziquantel em escala semi-
preparativa. Algumas particularidades da unidade foram: (1) utilização 
de triacetato de celulose microcristalino (do inglês, Microcrystalline 
Cellulose TriAcetate – MCTA), (2) o processo cromatográfico foi 
composto por 4 colunas cromatográficas, (3) a concentração de 
alimentação de 50 gL-1 de mistura racêmica de praziquantel em 
metanol, (4) metanol foi utilizado com dessorvente e (5) o LMS não 
reciclou o dessorvente (i.e., ausência da zona 4). A configuração das 
colunas cromatográficas em cada zona foi 1:1:2 (zona 1: zona 2: zona 3). 
Com o LMS, nesta configuração, foi possível 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 configuração de LMS similar ao trabalho 
anterior, porém utilizando 8 colunas cromatográficas e a disposição 
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 cristalização foi acoplado logo após a corrente 
de rafinado do LMS. Os trabalhos acima citados utilizaram uma fase 
estacionária pouco estável, por não ser recoberta em uma fase inerte, e 
não regeneraram o solvente ao não incluir a zona 4 na configuração da 
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unidade de LMS utilizada, soma-se ainda a utilização de um solvente 
que possui menor solubilidade de PZQ, se comparado ao utilizado no 
trabalho neste capítulo.

Em nosso Grupo de Pesquisa, Andrade et al. (2016) realizaram um 
estudo computacional adotando a estratégia de controle conhecida como 
Controle por Predição com Modelos Não-Lineares (do inglês, Nonlinear 
Model Predictive Control - NMPC) para a separação de racemato de 
PZQ utilizando LMS. O desempenho dos controladores foi testado em 
diferentes situações (i.e., mau funcionamento das bombas e válvulas e 
set-point tracking). O controlador mostrou respostas rápidas e suaves, 
mesmo quando foi incluída uma discrepância entre os parâmetros da 
planta e do modelo. Pela primeira vez um modelo assim constituído foi 
satisfatoriamente utilizado. Outro aspecto importante é a presença da 
zona 4 que evidencia o reciclo do solvente, o que melhora o desempenho 
do processo. A unidade real de LMS construída em nosso laboratório 
tem viabilizado novos estudos para melhor entender a sua dinâmica e, 
consequentemente, promover atualizações nos modelos matemáticos 
para o aprimoramento de estratégias de controle baseadas em modelos.

4.1.2 Fases Estacionárias Baseadas em Polissacarídeo

Muitos trabalhos encontrados na literatura na década de 1990 
utilizaram a MCTA, uma fase estacionária quiral (Chiral Stationary 
Phase - CSP) baseada em polissacarídeos, para a separação de misturas 
de PZQ (Lim et al., 1995; Lim e Ching, 1996a; Lim e Ching, 1996b). 
Ela se tornou comum devido à sua alta capacidade de carga e boa 
enantio-seletividade. Entretanto, a inexistência de material de suporte 
não permite a esta CSP ter boa estabilidade mecânica (Lammerhofer e 
Lindner, 2000). Com o intuito de superar este problema, os adsorventes 
modernos passaram a ser depositados em superfícies de partículas 
macroporosas de sílica (Lammerhofer e Lindner, 2000). Atualmente, as 
novas fases estacionárias em sua maioria ainda são à base de polissacarídeo 
(Chankvetadze et al, 1993; Chankvetadze et al., 1995). A principal ideia 
envolvida no desenvolvimento de novas fases estacionárias nas últimas 
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três décadas foi basicamente mudar os substituintes no anel aromático 
do grupo fenil dos polissacarídeos (Chankvetadze et al., 2012). Graças 
a isso, a fase estacionária tris(3-cloro 4-metil fenil carbamato) celulose 
(comercialmente conhecida como ChiralcelTM OZ) tem uma alta 
capacidade de reconhecimento quiral e, ao mesmo tempo, baixa 
polaridade em solventes polares usualmente utilizados em separação 
cromatográfica (e.g., etanol). Outro aspecto é que o PZQ é altamente 
solúvel em etanol (uma característica importante quando se trabalha 
em escala preparativa).

4.2 MATERIAL E MÉTODOS

4.2.1 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 racêmica sólida de 
PZQ, gentilmente cedida por LASiFA – Farmanguinhos/Fiocruz (Brasil).

4.2.2 Metodologia Experimental

a- Caracterização da Coluna Cromatográfica

Porosidade: Um volume de 20 µL de solução de 2g/L de TTBB 
em etanol foi injetado no HPLC (todos os equipamentos da marca 
JASCO). A temperatura do forno foi fixada em 25ºC e o comprimento 
de onda do detector de UV/vis foi fixado em 210 nm. A injeção foi 
repetida para sete vazões diferentes (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 
mL/min). Para cada vazão, os experimentos foram repetidos três 
vezes. Uma regressão não-linear utilizando os tempos de retenção 
em cada injeção vs. vazão volumétrica foi realizada para cada coluna 
cromatográfica. A porosidade total média foi calculada entre as seis 
colunas caracterizadas (Henner, 2012).
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Constantes de Henry: O procedimento experimental foi similar 
ao utilizado para medir a porosidade total, porém com solução de 1 g/L 
de mistura racêmica. As constantes de Henry média foram calculadas 
entre as seis colunas cromatográficas Henner, 2012).

Unidade de LMS: A unidade de cromatografia construída foi 
colocada em uma sala climatizada, com o intuito de propiciar uma 
condição a mais próxima possível de uma condição isotérmica. A 
disposição 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 alimentação” e “bomba do extrato”, localizados na 
zona 2, entrada de solvente, na entrada de alimentação e saída do extrato, 
respectivamente. Vale ressaltar a ausência de bomba na seção do rafinado. 
As 4 bombas HPLC juntamente com as válvulas de troca de posição têm 
a sua troca coordenada por um sistema supervisório desenvolvido no 
software LabView® (National Instruments), como ilustrado na Figura 4.1.

Figura 4.1. Sistema supervisório da unidade de LMS construída.

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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já se encontrava na região de Estado Estacionário Cíclico - EEC), todo 
volume do líquido foi coletado em cada uma das correntes de saída. 
Em seguida, parte do volume coletado foi acondicionado em um vial e 
analisado em triplicata no HPLC com 1 mL/min de vazão de solvente. 
A Tabela 4.1 mostra mais detalhes das corridas realizadas. 

Tabela 4.1. Experimentos realizados na unidade de LMS

Run 1 Run 2

Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4

8,141

±0,009
5,063

6,012

±0,046

4,038

±0,057

3,270

±0,004
2,046

2,966

±0,099

1,584

±0,093

QD QF tswitch QD QF tswitch

4,103±0,053
0,949

±0,046
3,57 1,686±0,089

0,919

±0,099
8,82

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

Pei,j ai,j Pei,j ai,j

>2340 >157 <2340 <388

Run 3 Run 4

Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4

4,364

±0,004
2,266

3,258

±0,041

2,195

±0,043

3,325

±0,012
1,830

2,833

±0,140

1,682

±0,151

QD QF tswitch QD QF tswitch

2,188±0,040 0,973±0,041 6,62 1,643±0,141
1,003

±0,140
8,75
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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

Pei,j ai,j Pei,j ai,j

>2340 >291 >2340 >385

Run 5 Run 6

Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4

8,109

±0,030
5,063

6,243

±0,141

4,243

±0,128
n.d. n.d. n.d. n.d.

QD QF tswitch QD QF tswitch

3,866±0,153 1,181±0,141 3,57 4,10 4,10 45,0

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

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

Pei,j ai,j Pei,j ai,j

>2340 >157 n.d. n.d.

Parâmetros de desempenho: Os valores das variáveis de 
desempenho obtidos em cada experimento foram comparados com 
aqueles encontrados na literatura (Rodrigues et al., 2015):
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                 (4.1)

               (4.2) 
   

                (4.3)

                (4.4)

onde: Puri,out é a pureza ótica do componente i (A ou B) em uma 
das correntes de saída (extrato ou rafinado) (%), Reci,out é o grau de 
recuperação do componente i em uma das correntes de saída (%), Pri 
é a produtividade do componente i (g/kgads.dia), DC é o consumo de 
dessorvente (L/grac), Ci,out é a concentração média do componente i em 
uma das correntes de saída (g/L), Qout é a vazão volumétrica média em 
uma das correntes de saída (mL/min), QF é a vazão volumétrica média 
na corrente de alimentação da mistura racêmica (mL/min), Ci,f é a 
concentração média do componente i na corrente de alimentação da 
mistura racêmica (gi/L), Ncolumn é o número de colunas cromatográficas 
na unidade de LMS (-), mads é a massa de adsorvente em cada coluna 
(kgads) e QD é a vazão volumétrica média de entrada de dessorvente (mL/
min). A concentração média foi definida como (Ridrigues et al., 2015):
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                (4.5)

onde tswitch (min) é o tempo de troca

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.3.1. Parâmetros Calculados

A porosidade total de cada coluna j, o erro experimental e os 
coeficientes de correlação são mostrados na Tabela 4.2. É importante 
notar que a diferença relativa entre a maior e a menor porosidade é 
menor que 1%. Indicando, portanto, a homogeneidade deste parâmetro 
entre as colunas utilizadas.

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

Coluna j Et,j(-)
Et,j(-) Rj

2(-)

1 0,7410 0,999

2 0,7389 0,999

3 0,7384 0,999

4 0,7455 ± 0,0006 0,998

5 0,7446 0,999

6 0,7427 0,999
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O coeficiente de Henry de cada soluto (A ou B) de cada coluna 
j, os erros experimentais e coeficientes de determinação mostrados na 
Tabela 4.3. Discussão semelhante feita para as porosidades são válidas 
sobre os coeficientes de Henry.

A porosidade média, constante de Henry médio para cada 
enantiômero e a dispersão ao redor da média de todas as colunas estão 
disponíveis na Tabela 4.4.

É 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 dispersão entre as médias das colunas 
cromatográficas utilizadas na unidade de LMS.

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

Coluna j HA,j(-) HA,j(-) RA
2

,j(-)

1 9,38 0,999

2 9,11 0,999

3 9,28 0,999

4 9,55 ± 0,04 0,997

5 9,38 0,999

6 9,30 0,999

Coluna j HB,j(-) HB,j(-) RB
2

,j(-)

1 5,05 0,999

2 4,91 0,999

3 5,01 0,999
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Coluna j HB,j(-) HB,j(-) RB
2

,j(-)

4 5,15 ± 0,02 0,995

5 5,04 0,999

6 5,01 0,999

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

Et

0,742±0,003

HA

9,33±0,15

HB

5,03±0,08

Os coeficientes de transferência de massa de cada soluto (A ou B) 
de cada coluna j, os erros experimentais e os coeficientes de determinação 
são mostrados na Tabela 4.5. Este coeficiente leva em consideração os 
efeitos de transferência de massa dentro de cada coluna cromatográfica.

Todos os parâmetros acima mais os coeficientes de dispersão 
axial foram importantes para interpretar os fenômenos envolvidos nos 
experimentos com LMS. 

Tabela 4.5. Coeficiente de transferência de massa efetivo, erros 
experimentais e coeficientes de determinação.

Coluna j k e f f ,A,j ke f f ,A,j (min-1) RA
2

,j(-)

1 46 ± 4 0,995

2 55 ± 4 0,997

3 45 ± 3 0,997

4 44 ± 4 0,997



149

PROCESSOS DE SEPARAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PRODUTOS FARMACÊUTICOS

Coluna j k e f f ,A,j ke f f ,A,j (min-1) RA
2

,j(-)

5 47 ± 4 0,997

6 45 ± 4 0,998

Coluna j k e f f ,B,j ke f f ,B,j (min-1) RB
2

,j(-)

1 78 ± 2 0,996

2 92 ± 2 0,997

3 76 ± 2 0,997

4 75 ± 2 0,998

5 79 ± 2 0,997

6 77 ± 2 0,998

4.3.2. Avaliação dos Fenômenos de Transferência 
de Massa Dentro das Colunas Cromatográficas

A análise do número de Péclet (Pe) para cada coluna j utilizando 
as Equações 4.6 e 4.7:

                    (4.6)

                 (4.7)
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O parâmetro Ai,j (Tabela 4.6) é um parâmetro experimental que 
depende de cada enantiômero e de cada coluna cromatográfica j. Outros 
parâmetros como Cij tabém são apresentados.

Tabela 4.6. Parâmetros Ai,j e Ci,j.

Coluna j AAj CAj ABj CBj

1 0,0072 0,0078 0,0060 0,0060

2 0,0085 0,0066 0,0072 0,0050

3 0,0063 0,0080 0,0057 0,0061

4 0,0062 0,0081 0,0056 0,0061

5 0,0069 0,0077 0,0060 0,0059

6 0,0063 0,0080 0,0058 0,0060

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

                  (4.8)

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

Coluna j PeAj PeBj

1 2765 3335

2 2340 2777
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Coluna j PeAj PeBj

3 3163 3535

4 3223 3541

5 2914 3359

6 3151 3461

A análise do número de Pe para todas as colunas e enantiômeros 
indica que a taxa de transporte advectivo é no mínimo 2340 vezes maior 
do que a taxa de transporte dispersivo. Esta magnitude significa que o 
fenômeno de transporte advectivo pode ser negligenciado no interior 
das colunas cromatográficas utilizadas na unidade de LMS e, portanto, 
o transporte advectivo prevalece.

Um outro número adimensional utilizado foi o número de 
unidades de transferência de massa para cada espécie i na coluna j. 
Equação 4.9:

                  (4.9)

Este número adimensional varia com a mudança de tempo de 
troca dos experimentos, já que o tempo de troca está relacionado à 
velocidade de sólido. Todos os experimentos foram realizados com a 
unidade operando no modo padrão (i.e., todas as válvulas operaram 
com tempo de troca igual e constante durante todos os ciclos), portanto 
no mesmo experimento, o ai,j varia com o coeficiente de transferência de 
massa para cada soluto (A ou B) para cada coluna j, k e j j,i,j.A Tabela 4.8 
mostra que para cada experimento o valor de aA,4 é o menor.
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Tabela 4.8. Número adimensional de unidade de transferência de massa 
para a enantiômero A na coluna 4.

Run 1 Run 2 Run 3 Run 4 Run 5

aA,4 157 388 291 385 157

Pela Tabela 4.8, pode ser observado que a transferência de 
massa entre líquido e sólido é no mínimo 157 vezes maior do que o 
movimento convectivo no processo idealizado de LMV. Ao interpretar 
para o LMS, quanto menor a duração do tempo de troca, menor a 
influência da transferência de massa entre a fase sólida e líquida. Em 
outras palavras, o coeficiente de dispersão axial e a transferência de 
massa entre a fase líquida e sólida podem ser negligenciadas dentro 
da coluna. Portanto, a hipótese de equilíbrio não requer o balanço 
de massa na fase sólida, porque assim que a fase sólida entra em 
contato com a fase líquida, um processo adsortivo é imediatamente 
estabelecido na interface sólida-líquida e dentro da partícula do 
adsorvente, porque os efeitos de transferência de massa são rápidos 
o suficiente para não serem a etapa limitante:

               (4.10)

onde qe,i,j é a concentração do componente i na coluna j em equilíbrio 
com a fase sólida (g/L).

Em um trabalho previamente desenvolvido em nosso laboratório, 
a isoterma de Langmuir multicomponente foi selecionada como um 
modelo adequado para a representação do equilíbrio termodinâmico 
entre os enantiômeros de PZQ e a fase estacionário considerada 
(Santos, 2016).
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4.3.3. Separação de PZQ utilizando o Processo de LMS 
com a ChiralcelTM como Fase Estacionária Quiral

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

• Run 1: dentro da área de separação (área A) na Figura 4.2;

• Run 2: dentro da área de extrato puro e rafinado contaminado 
(área C) na Figura 4.2;

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

• Run 4: próximo ao ponto de máxima produtividade no vértice 
da área de separação na Figura 4.2; e

•  Run 5: dentro do triângulo de separação (área A) na Figura 4.2, 
esta corrida foi a de maior concentração entre todas.

Figura 4.2. Teoria do equilíbrio para a determinação das áreas de 
operação nos experimentos Run 1, Run 2, Run 3, Run 4 e Run 5.
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O primeiro experimento (Run 1) foi proposto intencionalmente 
na área de total separação/regeneração (ver Figura 4.1). Neste cenário 
conservativo, a unidade de operação de LMS é robusta, o que significa, 
a variação das constantes de equilíbrio devido às variações bruscas 
na temperatura (i.e., oscilação dos parâmetros termodinâmicos), 
concentração de alimentação, porosidade da coluna e as flutuações 
nas vazões entregues pelas bombas não têm um papel importante na 
separação, estas são perturbações ignoradas pelo teoria do equilíbrio 
(Gomes, 2009; Abel et al., 2005). Portanto, o cenário esperado seria o 
de total separação dos enantiômeros 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 separação não ocorreu principalmente devido ao número 
de colunas por zona ser finito; a quinta consideração fundamental 
imposta pela teoria do equilíbrio (i.e., infinitas colunas por zona) nunca 
poderá ser satisfeita. As zonas 2 e 3 são as responsáveis pela separação 
da mistura racêmica do praziquantel (PZQ) que entra (QF) e ambas 
possuem duas colunas cada. Esta é uma situação bem distante do 
número infinito de colunas imposto pela teoria do equilíbrio. A mesma 
discussão é válida para as zonas 1 e 4, responsáveis pela regeneração da 
fase sólida e fase líquida, respectivamente, e cada coluna tem somente 
uma coluna cromatográfica.

Em comparação com a Run 1, o cenário proposto pelo segundo 
experimento (Run 2) manteve constante as razões entre vazões nas 
zonas 1, 2 e 4, mas houve um aumento na zona 3, que foi suficiente para 
levar a operação para a região de rafinado contaminado (Figura 4.1). 
Os resultados esperados coincidem com as observações experimentais. 
A pureza na corrente de extrato foi de 100% de D-PZQ e na corrente 
de rafinado houve contaminação com o D-PZQ. Como praticamente 
nenhum L-PZQ foi detectado na corrente de extrato, seu grau de 
recuperação no rafinado foi de 100%. Por outro lado, parte do D-PZQ 
saiu no rafinado como contaminante, esta foi a razão para observar a 
queda na sua recuperação e, consequentemente, em sua produtividade, 
enquanto a produtividade do L-PZQ permanece a mesma da Run 1.
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Tabela 4.9. Comparação entre este trabalho, Ching et al. (2013) e Lim 
et al. (1995).

Run 1 Run 2 Run 3 Run 4 Run 5 Ching* Lim*

CA OU BF
#

0,55

±0,03

0,53

±0,05

0,57

±0,01

0,46

±0,02

2,02

±0,04
25 25

PurA,X
#

97±2 99±1 98,6±0,2 98±1 98±1 90,1 85,9

PurB,R
#

100±0 68±2 100±0 78±2 97,1±0,2 93,7 97,5

RecA,X
#

94±10 47±4 96±3 71±6 90±4 94 98

RecB,R
#

104±10 102±3 100±3 97±3 103±5 90 84

PrA
#

24±4 11±1 27±2 16±3 107±4 115 n.d.

PrB
#

27±3 26±1 28,4±0,5 22±2 125±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

tswitch
#

3,55 8,78 6,58 8,71 3,55 45,0 30,0

*erros experimentais não disponíveis (n.d.). *A e B são D-PZQ e L-PZQ, 
respectivamente.
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O terceiro experimento (Run 3) manteve constante a razão entre 
as vazões na zona 1, 3 e 4, mas houve uma diminuição da razão entre 
vazões na zona 2, que foi suficiente para que a unidade operasse na região 
de extrato contaminado (ver Figura 4.1). Portanto, altas recuperações 
de ambos enantiômeros 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, próximo da área de separação.

O quarto experimento (Run 4) tem a intenção de fazer com que 
a unidade de LMS opere perto do vértice do triângulo. Neste ponto, a 
separação deverá ocorrer, mas agora com o máximo de produtividade e 
menor (mas não mínimo) consumo de dessorvente. Este experimento 
é um ponto de operação almejado, contudo as condições não foram 
robustas suficiente para se operar neste ponto, pois a operação torna-se 
muito sensível às mudanças de temperatura (i.e., oscilação dos parâmetros 
termodinâmicos), às flutuações nas vazões das bombas de HPLC e ao 
número finito de colunas na unidade real do LMS. Como esperado, a 
unidade correu fora da área de separação, culminando na contaminação 
da corrente do rafinado. Este experimento evidencia a necessidade de uma 
boa estratégia de controle com o intuito de mudar o ponto de operação o 
mais próximo possível do vértice do triângulo. Os experimentos Run 1, 
Run 2, Run 3 e Run 4 validaram a unidade de LMS construída. 

O quinto experimento (Run 5) foi realizado objetivando a escala 
semi-preparativa. Como consequência, a produtividade aumentou 
e o consumo de dessorvente diminuiu, ambos significativamente. 
Esta situação evidencia a principal razão em operar a unidade real de 
LMS em altas concentrações (i.e., região não-linear das isotermas). 
Os cromatogramas típicos de cada experimento estão apresentados na 
Figura 4.3 e Figura 4.4.

Apesar das concentrações de entrada de mistura racêmica nos 
trabalhos de Ching et al. (1993) e Lim et al. (1995) serem aproximadamente 
10 vezes maior do que as do quinto experimento realizado neste trabalho 
(Run 5), quase todos os parâmetros de desempenho ficaram muito 
próximos ou foram até superiores aos da literatura (ver Tabela 4.9). Na 
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Run 5 os parâmetros de desempenho relacionados à corrente de extrato 
foram muito similares ou superiores aos dois trabalhos da literatura.; a 
alta pureza do D-PZQ é o parâmetro de desempenho que se destaca. 
Enquanto os outros parâmetros estão muito próximos entre si. A corrente 
do rafinado produz L-PZQ com pureza de 97,1%, 100% de recuperação 
e produtividade 14% maior do que a relatada pelo grupo de Ching et 
al. (1993). Este é um cenário interessante, uma vez que o composto de 
principal interesse na separação é o L-PZQ por ser o princípio ativo 
contra doenças parasitárias. A comparação da produtividade alcançada 
com o trabalho do grupo de Lim et al. (1995) não pôde ser realizada, por 
não estar disponível no trabalho a quantidade de fase quiral estacionária 
disponível. Estes resultados são interessantes, porque uma boa produção 
de correntes com enantiômeros puros pôde ser produzida continuamente 
pela unidade de LMS construída. O quinto experimento não superou o 
parâmetro de desempenho conhecido como consumo de dessorvente; isto 
aconteceu graças à alta concentração de mistura racêmica em comparação 
com os trabalhos da literatura. Mas o consumo de dessorvente na Run 
5 diminuiu 4,5 vezes em comparação com a corrida Run 1, graças ao 
aumento na corrente de alimentação de 1 para 4 g/L de racemato. É 
importante enfatizar que a concentração de alimentação reportada na 
literatura é, aproximadamente, 10 vezes superior ao que foi utilizado no 
quinto experimento deste trabalho. A presença da zona 4 (i.e., reciclo de 
dessorvente) diminui o consumo de dessorvente fresco, o que é altamente 
desejável almejando a escala preparativa.
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Figura 4.3. Cromatogramas típicos obtidos nos experimentos realizados 
nas corridas Run 1, Run 2, Run 3 e Run 4.

Figura 4.4. Cromatogramas típicos obtidos no experimento realizado 
na corrida Run 5.
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Uma outra característica importante é a dinâmica mais rápida 
da unidade utilizada neste trabalho. Isso é consequência do uso da fase 
estacionária tris(3-cloro 4-metil fenil carbamato) celulose (ChiracelTM 
OZ) como fase quiral estacionária. Esta CSP permitiu uma melhora 
na eficiência da separação graças à melhor estabilidade mecânica em 
comparação com a MCTA e à sua estrutura molecular, que possui 
substituintes situados nos anéis aromáticos do grupo fenil (maiores 
detalhes ver [55],[64]). Isto faz com que esta CSP não seja solúvel em 
solventes polares (como o etanol), o que é desejável, uma vez que o PZQ 
possui alta solubilidade no etanol. Apesar disso, a porosidade intersticial 
em cada coluna cromatográfica foi muito alta, permitindo uma grande 
área de contato entre as fases sólida e líquida. Nossa unidade atingiu 
o Estado Estacionário Cíclico (EEC) muito mais rapidamente, em 
aproximadamente, 106 minutos no experimento Run 5, enquanto no 
trabalho de Ching et al. (1993) o EEC foi alcançado em 540 minutos 
(= 9 horas) e o trabalho de Lim et al. (1995) não está evidente o tempo 
necessário para alcançar o EEC, mas com 30 minutos de tempo de troca, 
8 colunas cromatográficas e MCTA como CSP provavelmente a unidade 
de LMS atingiu o seu EEC em algumas horas (> 106 minutos).

Run 1, 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 importância do L-PZQ não 
está restrita somente à fabricação de medicamentos. Modificações 
na estrutura molecular têm sido alvo de estudos com o intuito de 
produzir um princípio 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 desejável para os estudos de racemização, nos quais 
racemato de PZQ é produzido a partir do D-PZQ puro. Isto permitirá a 
melhoria dos parâmetros de desempenho, uma vez que o D-PZQ que sai 
no extrato poderá retornar à corrente de alimentação como racemato.
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4.4 CONCLUSÕES

A unidade de LMS construída foi testada me diferentes condições 
e em sua maioria manteve ao 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 
recuperação e produtividade também foram. O tempo necessário 
para atingir o EEC também foi uma vantagem em comparação com as 
separações de PZQ utilizando LMS encontradas na literatura. Muitos 
parâmetros de desempenho passaram os da literatura, que utilizou 50 
gL-1 de concentração de racemato. A unidade de LMS construída pôde 
operar com melhor desempenho mesmo utilizando uma concentração 
de entrada de racemato 10 vezes menor. O projeto do LMS juntamente 
com a fase estacionária utilizada permitiu separar os enantiômeros mais 
eficientemente. É importante ter em mente que não somente o L-PZQ é 
importante, mas também o D-PZQ para diferentes estudos científicos.
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RESUMO

Com o crescente avanço da biotecnologia, 
sobretudo na área farmacêutica, muitos 
dos bioprocessos pretendem não só 

ser eficientes e viáveis à escala laboratorial, 
mas também terem o potencial de serem 
escalonados garantindo a viabilidade 
econômica e técnica do processo. Desta forma 
a análise técnico-econômica tem sido alvo de 
estudo em diversos bioprocessos de forma 
a identificar os principais impedimentos 
e fatores críticos, sobretudo nos processos 
de purificação. Dessa forma, este capítulo 
pretende elucidar os conceitos base deste tipo 
de análise, bem como dar ao leitor ferramentas 
para o aplicar em nível prático. Como uma das 
etapas mais críticas do processo é a purificação, 
pretendemos também explorar uma das 
mais recentes tecnologias de purificação, a 
cromatografia em contracorrente (CCC), 
cuja elevada versatilidade e vantagens sobre a 
cromatografia líquida convencional a tornam 
uma excelente candidata para ser aplicada em 
bioprocessos. A separação de biomoléculas 
extraídas de biomassa, juntamente com modos 
básicos de operação e métodos de eluição em 
CCC, enfatizando a versatilidade das técnicas 
no contexto de biorrefinaria, biotecnologia 
farmacêutica e química analítica serão 
analisadas neste capítulo.
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5.1 INTRODUÇÃO

As etapas de downstream (separação e purificação) apresentam 
um grande número de parâmetros de processo potencialmente críticos 
que mostram as interações entre as operações unitárias, cujas etapas 
precisam ser bem avaliadas antes da ampliação de escala (Meitz et al., 
2014). Além disso, as etapas de downstream representam cerca de 60-
80% do custo total de produção de produtos biofarmacêuticos e, por 
isso, é crucial a operação em condições otimizadas e, quando possível, 
a substituição dos métodos tradicionais por técnicas alternativas mais 
eficientes e econômicas, diminuindo o número de operações unitárias 
(Buyel e Fischer, 2014; Tundisi et al., 2017).

Devido à importância da análise econômica dos processos de 
purificação, nesta parte do capítulo trataremos de como compor e analisar 
os processos de purificação. Apresentaremos um exemplo da literatura 
sobre a aplicação dessa análise econômica para a avaliação de diferentes 
cenários para a purificação de uma mesma molécula terapêutica buscando-
se obter o menor custo de produção por grama de produto (CoG/g).

A análise econômica 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 implantação, da 
expansão ou da redefinição de um processo. Para tanto, duas etapas são 
essenciais: a composição e a análise. A composição constitui a seleção e 
a disposição de uma série de operações unitárias (etapas do processo) 
capazes de produzir o produto desejado em qualidade e custos aceitáveis. 
Já a análise é a avaliação e comparação de diferentes composições de 
processos. Para esta análise, uma integração de conhecimentos científicos 
e de engenharia são necessários em diferentes níveis de detalhes. Essa 
etapa é essencial no desenvolvimento do produto para tornar o processo 
viável e aumentar as suas chances de comercialização.

No desenvolvimento do processo de purificação de uma molécula 
de interesse, devemos analisar de uma forma integrada aspectos 
ambientais, econômicos e operacionais, reconhecendo que cada um desses 
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aspectos interfere na viabilidade técnica-econômica do produto final. 
Por exemplo, a geração de resíduos de determinada operação unitária 
deve ser considerada desde o início do desenvolvimento, pois impactará 
diretamente nos custos finais do processo. Desta forma, é importante um 
profundo conhecimento das etapas do processo tecnológico integrado a 
analises ambientais e econômicas para que este seja viável.

Esta análise, assim como a ambiental, é importante não somente 
durante a implantação, mas durante a seleção de operações unitárias 
para cada etapa do downstream, obviamente de acordo com os 
requerimentos e especificidades do produto que será obtido.

Adicionalmente, neste capítulo serão abordados conceitos e 
aplicações da técnica de cromatografia em contracorrente (CCC) para 
a purificação de biofármacos. A CCC é uma técnica de separação 
essencialmente baseada nos princípios da cromatografia líquida (CL), 
que utiliza duas fases líquidas imiscíveis (ou seja, a fase estacionária 
e a móvel são fases líquidas de um sistema bifásico em equilíbrio 
termodinâmico) sem nenhum suporte sólido, sendo a fase estacionária 
retida numa coluna com auxílio da gravidade ou força centrífuga 
(Friesen et al., 2015; Melorose et al., 2015; Murayama et al., 1982).

Essa técnica de CL sem suporte surgiu dos equipamentos que 
realizavam extrações líquido-líquido de distribuição em contracorrente 
(do inglês CCD, também denominadas de "máquinas Craig") (Melorose 
et al., 2015). A CCD é uma técnica de química analítica de separação 
de moléculas desenvolvida por Lyman C. Craig na década de 1940. Esta 
forma mais simples de extração líquido-líquido é baseada na partição de 
uma mistura de compostos entre duas fases líquidas imiscíveis em um 
funil de separação, por meio de um processo de extração por solvente 
em múltiplos estágios. Embora seja uma técnica primitiva e trabalhosa, 
Lyman Craig introduziu um método que possibilitou o isolamento 
e a identificação de inúmeras substâncias, naturais e sintéticas, para 
fins terapêuticos. A CCC foi inventada em 1966 por Yoichiro Ito, que 
o nomeou em homenagem à técnica de CCD. O nome dessa técnica 
analítica e o conveniente acrônimo de CCC foram adotados em todo 
o mundo para se referir às técnicas de CL sem suporte. No entanto, a 
escolha desse nome suscitou algumas dúvidas na comunidade científica, 
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levando a um equívoco concebível sobre o fluxo de contracorrente, que 
não existe neste tipo de técnica de CL. Como técnica de cromatografia 
líquida, a CCC usa muitos termos já bem estabelecidos para as técnicas 
cromatográficas (Berthod, 2007).

Assim, este capítulo de livro objetiva abordar questões importantes 
para a análise técnico-econômica de processos de purificação, as 
quais devem ser consideradas desde o início do desenvolvimento do 
processo, uma vez que alterações tardias levam a perdas e aumento de 
custos. E fornecerá os fundamentos da técnica de CCC, descrevendo 
os diferentes tipos de colunas capazes de manter uma fase líquida 
estática e uma fase líquida móvel usando campos centrífugos. 
Serão apresentadas aplicações da análise técnico-econômica e CCC 
na separação de biomoléculas extraídas de biomassa, juntamente 
com modos básicos de operação e métodos de eluição em CCC, 
enfatizando a versatilidade das técnicas no contexto de biorrefinaria, 
da biotecnologia farmacêutica e da química analítica. Finalmente, as 
tendências recentes de CCC serão exploradas, permitindo ao leitor 
entrar em contato com novas potencialidades da operação do CCC.

5.2 ANÁLISE TÉCNICO ECONÔMICA

Para que um processo seja aplicável industrialmente, uma nova 
tecnologia deve ser lucrativa e sustentável, e, para essa avaliação, a análise 
técnico-econômica é fundamental. Segundo Vazzoler (2017), a análise dos 
custos compõe 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 análise técnico-
econômica permite prever se o processo em estudo é ou não industrialmente 
viável, vantajoso e aplicável, possibilitando a comparação das diferentes 
rotas e a seleção de uma rota preferencial, sendo, portanto, um guia para 
a escolha em relação à configuração do processo a ser desenvolvido. Nesse 
sentido, resultados experimentais das etapas de purificação podem servir 
de base para os procedimentos de simulação para verificar as avaliações 
econômicas e ambientais (Mussatto et al., 2015).
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A simulação do processo é uma ferramenta útil que pode ser 
utilizada para avaliar configurações alternativas e seus impactos 
no processo como um todo, incluindo as etapas de purificação. 
Além disso, permite avaliar a viabilidade industrial das tecnologias 
empregadas, pois esta permite a identificação de projetos com 
maiores chances de sucesso, rentabilidade e aplicabilidade industrial, 
para a seleção de inovações que possam de fato, ser voltadas à 
comercialização (Pinheiro et al., 2006).

A estimativa para o investimento de capital e o custo de fabricação 
são baseados nos resultados de balanços de materiais e energia e 
dimensionamento de equipamentos. Para tal, o uso de ferramentas 
computacionais como simuladores de processos e planilhas auxiliam 
na obtenção de dados mais rápidos e precisos. Alguns softwares 
possuem uma ampla biblioteca de componentes, de propriedades e 
de modelos de operações unitárias que suportam a modelagem, a 
avaliação e a otimização de processos integrados para diversos tipos 
de indústrias (Petrides, 2003).

A análise técnico-econômica é utilizada para avaliar a quantidade 
de recursos (conjunto de equipamentos de processo, utilidades, mão 
de obra, materiais, entre outros) que serão necessários para construir a 
planta e produzir uma quantidade anual específica de produto. Questões 
importantes como o capital total a ser investido, o custo estimado de 
fabricação de um lote de produtos, o tempo para produzir um lote ou o 
tempo otimizado entre a produção de dois lotes consecutivos também 
precisam ser respondidas. À medida que o desenvolvimento do projeto 
avança, o mesmo ocorre com o nível de detalhe do processo. Novas 
questões, como aumentar o rendimento final, melhorar a qualidade 
do produto, aumentar a robustez e reduzir o impacto ambiental do 
processo, e identificar gargalos de fabricação também devem ser 
abordadas (Heinzle et al., 2007; Petrides et al., 2014). Assim, o objetivo 
é estabelecer um processo de produção viável e rentável.
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5.2.1 Etapas da Análise Técnico-Econômica

Para o desenvolvimento da análise técnico-econômica, 
inicialmente devem ser definidas e levantadas informações básicas, 
porém essenciais, do processo, que conduzirão ao desenvolvimento de 
um primeiro modelo de fluxo de processo. Na Figura 5.1 mostramos 
as informações essenciais que devem ser obtidas para a construção do 
fluxograma que será utilizado para a análise técnico-econômica.

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

Deve-se considerar o tamanho do mercado atual para o produto 
(em escala nacional ou global) e avaliar uma meta razoável de 
participação no mercado do produto que será produzido (fração do 
mercado). Esse cálculo é essencial para a simulação da produção e para 
a determinação do tamanho e capacidade dos equipamentos que irão 
compor o processo. Em outras palavras, estabelece a escala do processo.

II. Processos fundamentais capazes de gerar o produto desejado

Como já relatado em outros capítulos deste livro, as principais 
características a serem consideradas para a escolha das etapas do 
processo de purificação se baseiam nas propriedades físicas, químicas e 
biológicas do produto. Dentre elas podemos destacar: massa molecular; 
caráter hidrofóbico/hidrofílico; afinidade por cátions, ânions, metais, 
epítopos ou outros ligantes; estabilidade ao pH, temperatura e íons; 
resistência ao cisalhamento; solubilidade em água; e, capacidade de 
cristalização. É baseado nessas características que são determinados 
os equipamentos, as condições operacionais e as matérias-primas 
necessárias para o processo de purificação.

III. Propriedades e os requisitos de pureza do produto desejado

No desenvolvimento do design do processo, as propriedades básicas 
e os requisitos de pureza do produto também são fundamentais para a 
seleção do tipo e número de operações de recuperação e purificação. 
Obviamente, dependendo da aplicação do produto, a exigência do grau 
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de pureza varia. Por exemplo, se o produto é uma enzima de aplicação 
industrial, como a amilase, utilizada para a sacarificação do amido, essa 
possui menor exigência de pureza que uma enzima para fins terapêuticos, 
como a L-asparaginase, biofármaco usado no tratamento de leucemia 
linfóide aguda. Neste caso, para purificação da L-asparaginase além 
de um alto grau de pureza (acima de 95%), é essencial uma etapa de 
remoção de endotoxinas. Essas características impactam no número de 
etapas do processo de purificação e, consequentemente, no rendimento 
final do processo, influenciando diretamente em aspectos econômicos e 
valor final do produto.

Figura 5.1. Informações essenciais que devem ser obtidas para o 
estabelecimento da escala, operações unitárias e número de etapas do 
processo, para a construção do fluxograma que será utilizado para a 
análise técnico-econômica.

A definição das operações unitárias e da estrutura do processo 
devem ser realizada com base em informações da literatura e testes 
experimentais, sendo possível assim, estimar as entradas, as saídas e 
os rendimentos de cada etapa. É criado, desta forma, um diagrama de 
fluxo de processo inicial (representação gráfica de todas as operações da 
unidade, em ordem, conectadas pelos fluxos de materiais apropriados) 
que pode então ser desenhado no simulador. 
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Os simuladores de processo são ferramentas de software que 
permitem ao usuário representar e analisar prontamente processos 
integrados. Eles estão em uso nas indústrias petroquímicas desde o 
início dos anos 1960. Os simuladores estabelecidos para as indústrias 
petroquímicas 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 específica para processos 
bioquímicos 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 extensão do BioPro, foi criado para abordar outras 
indústrias relacionadas (por exemplo, produtos farmacêuticos sintéticos, 
agroquímicos, processos alimentares, etc.), bem como processos de 
purificação de água e tratamento de resíduos. Outras ferramentas de 
simulação focado para bioprocessos, são 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 balanços de materiais e energia, dimensionamento e custeio de 
equipamentos, avaliação econômica, avaliação de impacto ambiental, 
programação de processos e remoção de gargalos de lotes e processos 
contínuos (Petrides, 2003).

Tomando como exemplo o simulador SuperPro Designer, 
para cada operação unitária de um processo, o simulador possui um 
modelo matemático capaz de executar balanços de massa e energia. 
O equipamento é dimensionado com bases nos balanços (Petrides 
et al., 2014). O software também possui um extenso banco de dados 
de propriedades termodinâmicas e de custo. Se o usuário fornecer os 
componentes e os principais parâmetros de cada unidade de operação 
ao simulador, como composição e quantidades médias, coeficientes 
estequiométricos, parâmetros de centrifugação, entre outros, o programa 
poderá executar balanços 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 possível descobrir a 
quantidade e a concentração do produto no fluxo final. É importante 
ressaltar que o tamanho de cada equipamento pode ser previamente 
definido pelo usuário ou calculado automaticamente pelo software a 
partir das quantidades de matérias-primas e parâmetros de processo 
introduzidos pelo usuário (Ferreira et al., 2020).

Através da constante troca de informações sobre o desempenho 
do processo calculado in silico e os resultados experimentais, ocorre um 
aprimoramento contínuo e melhoria da simulação do processo. Assim, 
de maneira rápida e dinâmica, diferentes cenários de processo podem 
ser analisados e o impacto econômico avaliado. Gargalos ou operações 
críticas, em termos de impacto econômico, podem ser identificados e novas 
soluções podem ser propostas. Os diferentes cenários e configurações 
do processo também podem ser analisados em termos de mitigação do 
impacto ambiental causado pelo processo, o que também se refletirá na 
redução de custos (Ferreira et al., 2018; Mussatto et al., 2015).

Detalhando-se as etapas e identificando as operações que 
representam gargalos para o processo através de simulações, é 
possível a rápida reavaliação e otimização do processo, por meio de 
diferentes configurações e/ou condições, que então podem ser testadas 
experimentalmente e validadas. Sob esta perspectiva, é importante o 
constante e estreito contato entre os envolvidos na modelagem, simulação 
e análise técnico-econômica com aqueles que testam as condições 
experimentais e avaliam a qualidade do produto, permitindo assim o 
desenvolvimento de um processo economicamente viável sob condições 
práticas de fabricação e atingindo o grau de pureza e estabilidade exigidos 
para o produto final (Figura 5.2). Assim, à medida que o desenvolvimento 
do projeto avança, o mesmo ocorre com o nível de detalhe do processo 
(Ferreira et al., 2020). Novas questões, como aumentar o rendimento 
final, melhorar a qualidade do produto, aumentar a robustez e reduzir 
o impacto ambiental do processo, e identificar gargalos de fabricação 
também devem ser abordadas especificamente (Heinzle et al., 2007).

Por fim é realizada a análise econômica e a validação dos 
resultados. Para tanto, a partir da simulação é calculada a estimativa 
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dos custos operacionais, custos de capital, lucros e outras informações 
econômicas relativas a um produto. Esses dados são essenciais para 
elaborar um projeto. Nesta análise, o uso de um simulador de processo 
também é extremamente útil, pois o software pode relacionar dados 
econômicos, como custos de matérias-primas, equipamentos, mão-
de-obra, tratamento de resíduos, etc., com todos os dados do processo, 
como as quantidades de materiais e fluxos de resíduos, tipo e tamanho 
de cada equipamento, duração de cada operação etc. Como já relatado, 
os simuladores de processo geralmente têm bancos e modelos de dados 
econômicos embutidos. Porém é de grande importância que o usuário 
verifique, conclua e atualize esses dados, fornecendo os preços das 
matérias-primas que não estão disponíveis no programa, introduzindo 
taxas e impostos de mão-de-obra apropriados para o país e a indústria 
em consideração, ajustando os preços à inflação etc. Um parâmetro 
importante para avaliar economicamente um processo é o custo 
unitário de produção do produto final, o qual é definido como o custo 
operacional anual dividido pela taxa de produção anual. Como tal, não 
inclui diretamente os custos de capital (Ferreira et al., 2020).

Figura 5.2. Aspectos importantes da interação entre as análises in silico 
e resultados experimentais para o desenvolvimento de um projeto 
economicamente viável sob condições práticas de fabricação e qualidade 
do produto final.



177

PROCESSOS DE SEPARAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PRODUTOS FARMACÊUTICOS

Os resultados obtidos nas simulações também podem ser 
utilizados para avaliar o impacto de cada etapa do processo no custo 
total de produção do produto, por meio da distribuição percentual de 
custos (cost breakdown). Desta forma é possível avaliar os elementos que 
compõem o custo da do produto, possibilitando a otimização do custo e 
a seleção do melhor processo. Os elementos e definições utilizadas para 
a análise econômica estão descritos na próxima sessão.

Um resumo das etapas da análise técnico-econômica discutidas 
nesta seção está apresentado na Figura 5.3.

Figura 5.3. Etapas envolvidas na análise técnico-econômica de 
processos. *Alguns softwares já possuem uma abrangente biblioteca 
de componentes, propriedades e modelos de operações unitárias que 
suportam a modelagem, avaliação e otimização de processos integrados 
para diversos tipos de indústrias.

5.2.2 Análise Econômica: Elementos e Definições

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

a) Custos de capital (CAPEX – capital expendure): estão 
relacionados aos investimentos necessário para construção, incluindo 
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a compra e instalação de equipamentos, bem como a inicialização e 
validação da planta:

- Custos de capital direto (DFC): inclui os custos de compra e 
instalação de todos os equipamentos empregados no processo, 
como reatores, tanques de armazenamento, filtros, centrífugas e 
colunas cromatográficas; toda a tubulação de processo e instalação 
elétrica; e o custo de edifícios, engenharia e construção. O custo de 
compra do equipamento é bastante difícil de obter, uma vez que o 
instrumento geralmente é feito sob medida e os fabricantes do não 
fornecem seus preços abertamente. No entanto, alguns simuladores 
possuem modelos internos que estimam o custo do equipamento 
com base em suas características e tamanho (mas podem diferir 
significativamente dos preços 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 operações diárias. Também pode ser estimado 
aplicando um multiplicador (fator de correção) ao custo do DFC.

- Custos de inicialização e validação: o processo de inicialização de 
uma nova planta ou processo de produção pode ser extremamente 
complexo e crítico, especialmente ao lidar com um proedimento 
novo e intrincado. Consequentemente, esses custos podem 
precisar ser levados em consideração. 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 corporação ou entidade, 
os royalties devidos, antes do início da produção.

b) Custo operacional (OPEX – operational expendure): estão 
relacionados aos custos contínuos de produção, como matérias-primas, 
mão-de-obra, serviços públicos, etc.

- Custos de matérias-primas: custos de todos os reagentes 
químicos utilizados no processo, incluindo solventes, soluções 
tampão e soluções de limpeza.
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- Custo da mão-de-obra: compreende o custo de todo o pessoal 
relacionado à fabricação, principalmente aos operadores de 
equipamentos. Além disso, o tempo dedicado por cada operador 
a cada peça deve ser levado em consideração. Geralmente, é 
introduzida a taxa média de mão-de-obra (mais benefícios) de um 
operador, a partir da qual o custo das posições gerenciais e outras 
posições administrativas é calculado como uma porcentagem. 
Vale ressaltar que as taxas de mão-de-obra podem variar 
significativamente de país para país, e mesmo entre diferentes 
regiões de um único país.

- Custo de serviços públicos: envolve o custo de água do processo, 
eletricidade, agentes de refrigeração e aquecimento, como vapor e 
água resfriada. Observe que o custo da água pura para a preparação 
de meios de cultura, tampões cromatográficos etc. geralmente é 
alocado no custo das matérias-primas.

- Custo do tratamento e descarte de resíduos: envolve o custo do 
tratamento e descarte de resíduos aquosos e sólidos, incluindo 
materiais perigosos, como solventes empregados em extrações 
líquidas e tampões cromatográficos e materiais com risco 
biológico, como bolos de filtração e centrifugação. Geralmente, 
a cada fluxo de resíduos é atribuído um custo adequado de 
tratamento e disposição por unidade de volume / massa, de 
modo que o custo total do tratamento de resíduos seja calculado 
multiplicando o volume / massa total de cada fluxo de resíduos 
pelo custo correspondente de tratamento e disposição por unidade 
de volume / massa.

- Custo de consumíveis: cobre o custo de materiais sujeitos a 
incrustações ou danos ao longo do tempo e, portanto, devem 
ser descartados e substituídos periodicamente. Exemplos típicos 
são membranas de filtração, resinas cromatográficas e reatores 
descartáveis. Para calcular esse custo, é necessário determinar o 
custo unitário do consumível e sua frequência de substituição. 
As resinas cromatográficas, em particular, geralmente, são muito 
caras e podem ter um impacto significativo no custo de produção.
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- Custo do laboratório e controle de qualidade: inclui todos os 
custos associados à análise off-line das propriedades físicas, 
químicas e biológicas do produto final, além da análise de 
matérias-primas e amostras intermediárias. Em geral, esse 
custo pode ser estimado como uma fração do custo da mão-
de-obra. Em indústrias com rigorosos requisitos de qualidade e 
regulamentação, como a indústria farmacêutica, esse custo pode 
ser bastante significativo.

- Custo indireto da instalação: compreende o custo de depreciação 
e manutenção de equipamentos, seguros, impostos locais e outras 
despesas de fábrica não diretamente relacionadas à fabricação, 
como contabilidade, segurança, lanchonete, dentre outros. Pode 
ser estimado como uma porcentagem do custo de DFC.

- Diversos: abrange atividades de pesquisa e desenvolvimento, 
validação, 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 poderão ser 
incluídos neste tópico.

A análise econômica da receita gerada pelo processo depende 
principalmente do preço de venda do produto. Esse valor pode ser 
introduzido no simulador de processos, que multiplica o preço 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 possível 
avaliar o quão viável e atraente é um bioprocesso. Alguns parâmetros 
comuns usados para esse fim são:

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

- Margem Bruta: é definido como o lucro bruto dividido pela 
receita anual; como tal, é um número entre 0 e 1.

- Lucro líquido: é igual ao lucro bruto menos imposto de renda; a 
depreciação anual também pode ser adicionada ao lucro líquido.

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

- Valor presente líquido (VPL): é valor presente do fluxo de caixa 
líquido do projeto em análise, 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.

5.2.3 Exemplos de Análise Técnico-Econômica das 
Etapas de Recuperação e Purificação de Produtos

Como já reportado, os processos de recuperação e purificação são 
muito variáveis, dependendo do tipo do produto, suas propriedades e grau 
de pureza necessários. Porém é importante destacar que cada operação 
unitária do processo de purificação exigirá que dados e suposições 
exclusivos sejam modelados e simulados. Também é importante ressaltar 
que a viabilidade econômica do processo de purificação depende da 
concentração 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 purificação de 
produtos farmacêuticos, no caso a uricase. Esse trabalho foi publicado 
por Torres-Acosta et al. (2016), que avaliaram a utilização de técnicas 
cromatográficas (composta por etapas de interação hidrofóbica DEAE–
Sepharose FF, troca aniônica Phenyl–Sepharose FF e cromatografia de 
exclusão molecular HiloadTM26/60 Superdex 7) e extração em duas 
fases aquosas (polietilenoglicol (PEG)/sulfato de amônio (NH4)2SO4) 
com e sem reciclo de PEG (polietilenoglicol). 

A uricase é uma enzima utilizada como biofármaco no tratamento e 
prevenção da gota, a qual é uma doença inflamatória que acomete sobretudo 
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as articulações e ocorre quando a taxa de ácido úrico no sangue está em níveis 
acima do normal (hiperuricemia) (Nyborg et al., 2016). Como biofármaco, 
a uricase tem sido produzida como um medicamento PEGuilado, e sua 
purificação é realizada através de três colunas cromatográficas sequenciais. 
Mais recentemente, foi relatado uma plataforma de extração líquido-
líquido usando um sistema aquoso bifásico (ATPS) que poderia recuperar 
a uricase com alto rendimento e pureza. Foram analisadas três possíveis 
rotas para a produção de uricase, usando o software comercial BioSolve 
Process (Biopharm Services Ltd). Por meio de modelagem das diferentes 
configurações de estratégias de purificação relatadas para o uricase, os 
autores variaram os parâmetros de entrada, obtidos através de pesquisas, de 
modo a obter estimativas do custo de produção por grama (CoG/g). Fatores 
relacionados aos negócios não foram considerados.

Para comparar as técnicas, os autores começaram pela construção 
do fluxograma do processo. Eles então construíram dois cenários de 
purificação: etapas cromatográficas e ATPS. Para efeito de comparação, 
foram utilizados fluxos visando os mesmos níveis de produção, mas 
empregando as operações unitárias diferentes nos respectivos cenários 
(Figura 5.4). Os modelos utilizados para a simulação no software foram 
baseados em resultados experimentais publicados que descreveram a 
purificação 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 purificação também gera uma grande 
quantidade de resíduo. Por isso, a capacidade de reciclar os principais 
componentes do ATPS também foi um cenário avaliado, baseado em 
trabalhos experimentais anteriores (Rito-Palomares et al., 1994; Rito-
Palomares & Lyddiatt, 1996).

Os parâmetros que mais afetam o CoG/g foram determinados 
através de análise de sensibilidade. A análise de Monte Carlo foi realizada 
para os cenários de cromatografia, ATPS e ATPS incorporando uma 
etapa de reciclagem (extração reversa), para simular o comportamento 
real da fabricação. Essas simulações foram realizadas para entender 
o quanto a distribuição de CoG/g se comporta quando a incerteza 
nos valores dos parâmetros do processo é considerada. Assim, 
pôde-se analisar o impacto da alteração do método de purificação e, 
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posteriormente, a adição de uma operação de unidade para reciclagem 
de PEG na economia geral do processo. Os autores observaram que o 
ATPS é muito mais barato que as técnicas cromatográficas. Contudo, 
existe uma área em que o custo de produção dos dois bioprocessos 
se sobrepõe, utilizando o modelo acima descrito, quando o processo 
de cromatografia é operado nos 23% superiores de todos os valores 
possíveis obtidos sob a função probabilística, enquanto o ATPS precisa 
operar em os 52% inferiores (tendo em conta o valor ótimo). Além 
disso, verificou-se que a reciclagem não afetou o custo de produção. 
Essa opção diminuiu a quantidade de materiais necessários, mas o 
CoG/g não diminuiu significativamente devido ao aumento dos custos 
operacionais da unidade, que refletem os altos volumes de material que 
precisam ser processados nessa opção de processo. Eles demonstraram na 
modelagem que quando a concentração e o rendimento do processo de 
downstream aumentam, o CoG/g diminui, o que destaca a importância 
da otimização das etapas de purificação para o valor final do produto.

Figura 5.4. Bioprocessos projetados para a produção de uricase. 
Processo cromatográfico convencional - processo usando ATPS. Fonte: 
Torres-Acosta et al., 2016 (adaptado).
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Nesse estudo fica explicitado como a modelagem econômica 
é uma ferramenta poderosa que permite a comparação de possíveis 
resultados e encontrar áreas onde mais pesquisas ou otimizações podem 
ser necessárias sem o recurso a extensos experimentos e tempo.

5.3 CROMATOGRAFIA EM CONTRACORRENTE

A cromatografia em contracorrente (CCC) é uma técnica de 
cromatografia de partição líquido-líquido. O processo de partição ocorre 
em uma coluna, um tubo oco ou uma série de câmaras ligadas com 
microcanais, onde uma fase (a móvel) flui continuamente pela outra (fase 
estacionária), que é permanentemente retida na coluna com o auxílio de 
uma força gravitacional ou centrífuga e configuração específica da coluna. 
Pelo motivo de nenhum suporte sólido ser usado, a CCC pode dispensar 
muitos dos inconvenientes resultantes do uso de um suporte sólido de 
técnicas convencionais de CL, como: perda de amostra por adsorção 
com a coluna, “tailing” de picos de soluto, contaminação com compostos 
retidos no suporte sólido (fase estacionária), baixa capacidade da coluna, 
dificuldade de escalonamento, prazo de validade curto e alto preço das 
colunas. Além disso, a CCC é uma técnica muito mais versátil, pois as 
duas fases líquidas podem ser móveis e a fase móvel pode até ser alterada 
durante uma operação de purificação se os componentes injetados forem 
retidos por muito tempo na coluna. Na CCC, também é possível prever o 
volume de retenção dos analitos, aumentando a simplicidade do uso deste 
equipamento com a utilização reduzida de solventes e um baixo custo 
operacional. Um baixo consumo de solvente em comparação às técnicas 
de CL, torna a técnica de CCC mais sustentável.

A maior desvantagem desta técnica cromatográfica líquido-
líquido é, no entanto, a necessidade de otimização das condições de 
separação para cada nova amostra. As características distintivas da 
CCC são descritas na Tabela 5.1 por meio de uma comparação em 
termos de vantagens e desvantagens com a CL. Com relação à análise 
de amostras, a CCC permite o acoplamento com muitos instrumentos 
analíticos (exemplos: espectroscopia UV/Vis; cromatografia líquida de 
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alta eficiência com detector de arranjo de diodo e espectrometria de 
massa), estabelecendo assim sistemas de detecção on-line das amostras. 
A infinidade de potencialidades desta técnica cromatográfica líquido-
líquido levou ao interesse da comunidade acadêmica e da indústria na 
purificação de um grande número de compostos bioativos, incluindo 
produtos farmacêuticos, proteínas/peptídeos, enantiômeros, alcaloides, 
flavonoides e fenóis (Jeon e Kim, 2013; Li et al., 2009; Liu et al., 2009; 
Michel et al., 2014; Santos et al., 2018).

Tabela 5.1. Comparação da técnica de CCC com a cromatografia líquida 
(CL) com suporte sólido, em termos de vantagens e desvantagens.

Cromatografia em Contracorrente (CCC)
Vantagens em comparação com CL 
com suporte sólido

Desvantagens em comparação com CL 
com suporte sólido

Econômica - não há necessidade de 
comprar colunas preparativas novas 
e caras, são utilizados solventes mais 
baratos (na maioria dos casos, o “grau 
analítico” é adequado para um bom 
desempenho de separação). Menor 
custo operacional, pois permite a 
injeção direta do extrato bruto sem a 
necessidade de pré-tratamento.

Pouco descrita na literatura - a técnica 
ainda não é amplamente conhecida 
como outras técnicas cromatográficas.

Não há perdas significativas - sem 
adsorção irreversível ou perda de 
amostra: valores de recuperação na 
ordem de ≈100% são obtidos.

Processo demorado para otimizar - é 
necessário fazer uma triagem adequada 
de vários sistemas de solventes em 
sistemas de extração líquido-líquido 
antes de aplicar na CCC.

Eficiente - elevados níveis de 
purificação são atingidos, chegando a 
99,9%.

Problemas de resolução - a CCC 
exibe uma resolução cromatográfica 
mais baixa em comparação com alguns 
cromatógrafos semipreparativos 
(exemplos: HPLC ou FPLC).

Versátil – adaptada a todos os tipos de 
amostras de origem natural ou sintética 
/ bem adaptados a uma ampla gama de 
polaridades de solutos e solventes.

-
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Cromatografia em Contracorrente (CCC)
Vantagens em comparação com CL 
com suporte sólido

Desvantagens em comparação com CL 
com suporte sólido

Maior capacidade de amostra – 
permite a injeção de amostras muito 
concentradas com baixo risco de 
sobrecarga da fase estacionária (líquida).

-

Fácil escalonamento – a  separação 
/ purificação pode ser adaptada ao 
processamento de amostras que variam 
de mg a vários kg.

-

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

                 (5.1)

O mecanismo de partição do soluto em CCC é baseado no 
coeficiente de partição de um determinado soluto (KD) num sistema 
bifásico líquido-líquido usado na separação de compostos, sendo 
o único parâmetro não volumétrico usado na equação de volume de 
retenção (VR) (Equação 5.2):

                 (5.2)

Como já mencionado na Tabela 1, o escalonamento na CCC é 
direto. Por meio da Equação 2, o volume de retenção da amostra pode 
ser calculado com confiabilidade, caso os parâmetros de volume da 
coluna, volume da fase móvel e estacionária e coeficiente de partição do 
soluto sejam conhecidos. A maioria das equações clássicas usadas CL são 
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aplicáveis na CCC, como o fator de retenção (k), fator de separação (α), 
resolução de pico (RS) e número de pratos teóricos (N). Combinando 
as equações, pode-se estabelecer que a equação de resolução de pico no 
CCC é pode ser representada pela Equação 5.3.

                (5.3)

Um dos parâmetros mais importantes a ser calculado na CCC é a 
taxa de retenção de volume da fase estacionária ou a razão em volume 
de fase estacionária (SF). Este parâmetro é definido como a razão entre 
o volume da fase estacionária líquida e o volume da coluna, conforme 
representado na Equação 5.4:

                  (5.4)

Assim sendo, SF expressa a razão volumétrica da coluna de 
CCC que está ocupada com fase estacionária e deverá ser expressa em 
porcentagem (%). Como parâmetro adimensional, o SF é usado para 
avaliar a capacidade de retenção da fase estacionária de diferentes 
equipamentos e solventes de CCC usados como fases móvel e 
estacionária. Existe uma clara correlação entre a resolução de pico e o 
valor SF, como pode ser visto na Equação 5.5:

               (5.5)
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Portanto, um baixo valor de SF reflete em uma pequena quantidade 
de fase estacionária retida na coluna CCC, resultando em uma menor 
resolução do pico cromatográfico, sendo um sinal de desempenho 
de uma purificação ineficaz. Por outro lado, quanto maior SF, maior 
a resolução de um pico cromatográfico, como pode ser observado 
na Equação 5.5 e Figura 5.5. O volume de fase estacionária deve ser 
maximizado para aumentar a resolução do pico.

Figura 5.5. Comparação dos cromatogramas obtidos com a mesma 
coluna de CCC hidrodinâmica e sistema líquido bifásico, aplicando 
uma amostra com 10 compostos. O volume de fase estacionária retida 
diminuí 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).

Dos inúmeros projetos de colunas usados para reter uma fase 
estacionária líquida, apenas dois foram desenvolvidos comercialmente 
pelo seu grande potencial e usabilidade, sendo as configurações 
hidrostática e hidrodinâmica (Figura 5.6).
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- Coluna CCC hidrostática ou CPC: Os estágios iniciais das 
colunas hidrostáticas de CCC eram conhecidos como cromatografia 
em contracorrente de gotícula (DCCC), que usavam exclusivamente 
a gravidade para manter a fase estacionária líquida, levando a tempos 
de eluição extremamente longos (dias). Esse tipo de coluna não é 
mais usado e foi substituído por modernas colunas CCC hidrostáticas 
comercializadas sob o nome de cromatografia de partição centrífuga 
(CPC). Suas principais características são: (i) o eixo de rotação único 
gerando um campo centrífugo constante; e, (ii) volumes geométricos 
fechados, tubos, microcanais e/ou câmaras que se repetem através da 
conexão de tubos, formando um padrão. Esse projeto (desenho) reduz 
o tempo de contato para troca de solutos com a fase estacionária e cria 
uma pequena pressão hidrostática. As centrífugas hidrostáticas contêm 
duas vedações rotativas e esse tipo de equipamento é moderadamente 
silencioso para operar (produzindo mais ruído quando a força centrífuga 
é aplicada) (Marchal et al., 2003).

-Coluna hidrodinâmica de CCC ou HSCCC: As centrífugas 
hidrodinâmicas usadas nas colunas da CCC têm dois eixos de rotação, 
diferente das colunas da CCC hidrostática e têm funções diferenciais. O 
eixo principal é designado de eixo rotação e o planetário corresponde ao 
eixo de revolução, o qual gera um campo de força centrífugo variável. O 
número de eixos planetários pode ser variável, porém os mais comuns 
são eixos simples, duplos e triplos. Cada eixo planetário possui uma 
bobina ou carretel montado que contém as bobinas dos tubos de Teflon 
enrolados continuamente. Para colunas hidrodinâmicas, existem alguns 
parâmetros importantes a serem observados, como a razão (razão beta, 
βr) do raio da bobina (r) sobre o raio do rotor (R). A tubulação pode ser 
conectada do lado de fora da centrífuga, enrolada em volta das bobinas 
e passada para o exterior novamente sem vedações rotativas, sendo 
equivalente a uma coluna contínua fina e longa. O campo de força variável 
produz zonas de mistura e sedimentação em todo o comprimento da 
coluna em espiral, sem aumento significativo da pressão. As colunas 
hidrodinâmicas são mais ruidosas devido ao conjunto de engrenagens, 
que pode ser reduzido nos equipamentos mais modernos. Essas colunas 
são chamadas de CCC de alta velocidade (HSCCC) (Berthod, 2007).
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Figura 5.6. Colunas usadas em Cromatografia em Contracorrente: (A) 
colunas hidrostáticas de CPC e (B) colunas hidrodinâmicas de HSCCC, 
representação das colunas e dois exemplos existentes no mercado. Fonte: 
Berthod, 2007 (adaptado).

A Tabela 5.2 compara os recursos desses dois tipos de colunas de 
CCC. Convém destacar que não há um tipo de coluna superior, pois 
depende da matriz da amostra e do sistema líquido-líquido a ser aplicado.

O método de eluição clássico consiste na formulação e equilíbrio 
de um sistema bifásico seguido pela separação das fases correspondentes 
às fases estacionária e móvel. A coluna é então preenchida com a fase 
estacionária, posteriormente equilibrada com a rotação, e a fase móvel 
é bombeada. Com o sistema equilibrado, a amostra é introduzida e a 
eluição continua até que todos os analitos de interesse tenham sido 
eluídos (Friesen et al., 2015). No entanto, os analitos altamente retidos 
levam muito tempo para serem eluídos, o que requer um grande 
volume de solvente e os analitos eluídos mais rapidamente não são bem 
resolvidos (Friesen et al., 2015). Portanto, vários métodos alternativos 
de eluição foram desenvolvidos para superar os problemas associados 
aos analitos altamente retidos. A Tabela 5.3 resume os métodos 
alternativos de eluição que estão sendo desenvolvidos, como eluição-
extrusão, “back-extraction” ou modo duplo. Esses métodos só são 
possíveis por causa da natureza líquida das duas fases cromatográficas 
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líquidas, possibilitando a introdução da fase "estacionária" como parte 
do protocolo cromatográfico (Berthod et al., 2003).

Tabela 5.2. Comparação de vários tipos de colunas usadas no regime de 
purificação por cromatografia em contracorrente (CCC).

Cromatografia Regime Vantagens Desvantagens
Partição centrífuga 
(CPC)

Hidrostático - Versatilidade 
para trabalhar nos 
modos ascendente 
e descendente

- Técnica 
escalonável

- Maior 
versatilidade de 
solventes que 
podem ser usados 
como fase móvel 
e estacionária 
(podem ser 
utilizados sistemas 
aquosos bifásicos)

- Problemas 
operacionais 
usando solventes 
com viscosidade 
média e alta

- Lubrificação de 
selos rotativos a 
cada 100 horas 
(manutenção

- Método de 
purificação 
demorado

- Menos eficiente 
(menor número de 
pratos teóricos)

Alta velocidade 
(HSCCC)

Hidrodinâmico - Maior eficiência 
e resolução 
na separação 
de diversas 
biomoléculas

- Tempos 
operacionais mais 
curtos

- Técnica de 
escalonável

- Engrenagem 
barulhenta

- Conexão do tubo 
deve ser trocado 
a cada 100 h 
(manutenção)

- Problemas com 
retenção de fase 
estacionária (Sf) 
e viscosidade das 
fases
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5.4 MÉTODOS DE ELUIÇÃO EM CROMATOGRAFIA EM CONTRACORRENTE

O método de eluição clássico consiste na formulação e equilíbrio 
de um sistema bifásico seguido pela separação das fases correspondentes 
às fases estacionária e móvel. A coluna é então preenchida com a fase 
estacionária, posteriormente equilibrada com a rotação, e a fase móvel 
é bombeada. Com o sistema equilibrado, a amostra é introduzida e a 
eluição continua até que todos os analitos de interesse tenham sido 
eluídos (Friesen et al., 2015). No entanto, os analitos altamente retidos 
levam muito tempo para serem eluídos, o que requer um grande 
volume de solvente e os analitos eluídos mais rapidamente não são bem 
resolvidos (Friesen et al., 2015). Portanto, vários métodos alternativos 
de eluição foram desenvolvidos para superar os problemas associados 
aos analitos altamente retidos. A Tabela 5.3 resume os métodos 
alternativos de eluição que estão sendo desenvolvidos, como eluição-
extrusão, “back-extraction” ou modo duplo. Esses métodos só são 
possíveis por causa da natureza líquida das duas fases cromatográficas 
líquidas, possibilitando a introdução da fase "estacionária" como parte 
do protocolo cromatográfico (Berthod et al., 203).

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

Método de 
eluição

Mudança de 
fase

Mudança de 
direção do 
fluxo

Mudança de 
direção de 
rotação

Observações

Clássico - - - Os analitos 
altamente 
retidos 
permanecem 
na fase 
estacionária

Eluição-
extrusão

Uma - - Os analitos 
eluem na 
ordem de 
valores KD.
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Método de 
eluição

Mudança de 
fase

Mudança de 
direção do 
fluxo

Mudança de 
direção de 
rotação

Observações

Back-
extraction

- Uma - A ordem 
de eluição 
é revertida; 
alguns analitos 
podem eluir 
em volumes 
separados.

Back-step Duas - - Uma porção 
de fase aquosa 
introduzida 
para eluir 
analitos 
altamente 
retidos

Modo duplo Uma Uma - A ordem de 
eluição reverte

Rotação dupla Uma - Uma A ordem de 
eluição reverte

Modo 
múltiplo

Múltipla Múltipla - A ordem de 
eluição reverte 
cada ciclo

Intermitente Múltipla Múltipla - Os loops de 
amostra estão 
no meio de 
uma única 
coluna ou 
entre duas 
colunas
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5.5 APLICAÇÕES DE CCC NA PURIFICAÇÃO DE 
PRODUTOS FARMACÊUTICOS E BIOMOLÉCULAS

Sendo um sistema de cromatografia líquido-líquido, o CCC pode 
selecionar dentre uma gama quase infinita de possíveis sistemas de 
solventes bifásicos para uma dada purificação. De fato, existem muitos 
artigos científicos a respeito da separação 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 parâmetros de análise apropriados devem ser escolhidos, 
como o tipo das misturas bifásicas, vazão da fase móvel e velocidade 
de rotação do rotor (Melorose et al., 2015). Além disso, os compostos 
presentes na matriz biológica ou sintética devem ser solúveis nas fases 
móvel e estacionária. O solvente mais eficiente é uma combinação desse 
tipo, no qual os coeficientes de partição (KD, razão da concentração de 
soluto na fase estacionária e da fase móvel) 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 resolução de pico, enquanto um valor 
maior leva a uma alta diluição dos compostos eluídos (Conway, 1991). 
Assim, é desejável selecionar o sistema de solvente bifásico para que os 
coeficientes de partição dos compostos-alvo estejam no ponto ideal, a 
fim de obter alta produtividade e resolução suficiente (Berthod, 2003). 
Geralmente, diferenças entre os valores de KD dos analitos a separar de 
0,2 são adequadas para a resolução de picos. Além disso, a regra geral da 
condição de particionamento é ajustar a polaridade do solvente do sistema 
adequadamente à polaridade dos compostos-alvo (Melorose, 2015).

Os solventes são escolhidos também considerando outros 
parâmetros, como a diferença de densidade entre as duas fases líquidas, 
a viscosidade do líquido ou a tensão interfacial (Berthod, 2007). 
Para determinar os solventes apropriados, é necessário o método de 
cromatografia em camada fina (TLC) e isso pode ser feito correndo 
a amostra em uma placa de sílica com diferentes solventes (Hawker, 
2009). Os solventes que apresentam fator de retenção na faixa de 0,4 
a 0,6 são os mais adequados para a análise de CPC (Li et al., 2011). 
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Além da seleção apropriada de solventes, também é importante definir 
a vazão correta e a velocidade de rotação do rotor. A redução da vazão 
melhora a resolução do pico e aumenta o número de pratos teóricos. A 
velocidade do rotor mínima necessária para um SF adequado, permite 
uma resolução satisfatória. Além disso, o desempenho da separação 
depende fortemente do volume da fase estacionária que pode ser 
mantido dentro da coluna (Lu et al., 2008). Um maior volume de fase 
estacionária leva a uma maior resolução de separação. Devido à baixa 
tensão interfacial e à natureza bastante viscosa dos sistemas aquosos 
bifásicos em comparação com os solventes orgânicos, tem sido um 
desafio obter alta retenção de fase estacionária a taxas de fluxo razoáveis 
nas colunas convencionais de CCC e CPC.

As aplicações em CCC para o fracionamento e purificação de diversos 
produtos farmacêuticos e biomoléculas têm sido bastante amplas. Um dos 
principais produtos purificado em CCC são produtos naturais provindos 
de plantas e biomassa, sendo principalmente utilizado sistemas com fases 
orgânicas (Destandau et al. 2015; Kim et al., 2011; Friesen et al. 2015). As 
aplicações na purificação de compostos quirais por CCC é também outro 
importante alvo de estudo (Foucault, 2001). As purificações mais relatadas 
na literatura estão concentradas na utilização de compostos de polaridade 
intermediária. No entanto, o HSCCC e o CPC, podem ser particularmente 
úteis para purificações na faixa de extremidade polar e apolar (Bojczuk et al., 
2017). A separação de diversas biomoléculas como proteínas e biofármacos 
proteicos (Santos et al., 2019) pode ser também efetuada com sucesso em 
CCC usando sistemas aquosos bifásicos, neste caso usando sobretudo 
a técnica de CPC. Mostraremos um exemplo de purificação em CPC de 
biofármacos PEGuilados, mais especificamente citocromo-c PEGuilado, 
para esse fim foi feito inicialmente uma triagem de diferentes sistemas 
aquosos bifásicos compostos por polietileno glicol (PEG) e tampão fosfato de 
potássio (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 não 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 não é desejável para obter purificações com alta resolução. Já 
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o PEG com massa molecular acima de 2000 não se mostrou eficiente, pois 
a fase polimérica é muita densa e houve impedimento de ser aplicada em 
CPC por problemas de pressão (limitação do equipamento). Foram obtidas 
recuperações do produto PEGuilado entre 88-100% e purezas de 100%, 
evidenciando a elevada capacidade de resolução e purificação de produtos 
farmacêuticos utilizando esta plataforma de downstream.

5.6 CONCLUSÕES

Neste capítulo foram abordados os conceitos básicos para a realização 
da análise técnico-econômica 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 são sugeridos, bem 
como o procedimento in silico para a determinação deste tipo de análises, 
culminando na identificação dos principais gargalos ou operações críticas 
e permitindo melhorar e otimizar o processo em questão. Um exemplo de 
um processo real para o caso de purificação da uricase por duas técnicas 
de purificação distintas: cromatografia e sistemas aquosos bifásicos foi 
explorado de forma a sistematizar os conceitos deste tópico numa abordagem 
prática. A cromatografia em contracorrente (CCC) é uma das técnicas de 
purificação mais inovadoras e com um crescente interesse na indústria 
farmacêutica e nutracêutica, a potencialidade desta tecnologia no contexto 
de purificação de fármacos e bioprodutos foi abordada neste capítulo. Os 
dois tipos principais de colunas e plataformas em CCC, especificamente 
cromatografia de partição centrífuga (CPC) e CCC de alta velocidade 
(HSCCC), aliado aos diferentes tipos de operação desta técnica permitem 
uma elevada versatilidade e eficiência de fraccionamento de biomoléculas de 
misturas complexas. Para além disso, devido à característica do CCC sendo 
uma cromatografia líquido-líquido sem suporte sólido, a percentagem 
de perdas é mínima, sendo obtidos rendimentos próximo do 100%, esta 
é uma das principais vantagens face à cromatografia líquida com suporte 
sólido, exemplo HPLC. Um exemplo de purificação em CCC foi dado neste 
capítulo evidenciando a aplicação desta técnica no ramo da biotecnologia, 
neste caso na purificação de biofármacos PEGuilados.
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RESUMO

Este capítulo irá explorar o 
desenvolvimento de processos de 
produção de biofármacos de acordo 

com a filosofia Quality by Design (QbD 
ou “Qualidade por Projeto”). Inicialmente, 
serão explorados o contexto comercial e o 
cenário regulatório que levaram as principais 
agências reguladoras internacionais a 
promoverem QbD como estratégia de 
desenvolvimento de processos de produção 
de medicamentos. Em seguida, o passo-a-
passo do desenvolvimento de processos de 
acordo com QbD será explicado com foco em 
substâncias farmacológicas ativas de origem 
biotecnológica (biofármacos), incluindo o 
conceito de Espaço de Projeto (Design Space), 
Tecnologia Analítica de Processos (Process 
Analytical Technology, ou PAT), assim como 
planos de gerenciamento do ciclo de vida de 
produtos farmacêuticos. Por fim, neste capítulo 
será também abordado como estes conceitos 
se aplicam no contexto regulatório brasileiro 
na esperança de que mais ferramentas de QbD 
venham a ser adotadas na indústria nacional.
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6.1 INTRODUÇÃO

A indústria biofarmacêutica é única entre os diferentes ramos da 
biotecnologia em que, além de equipamentos, mão-de-obra e matérias-
primas, uma fração considerável dos custos de produção resultam da 
necessidade de respeitar um marco regulatório exigente. Isso encarece 
cada etapa do ciclo de vida de medicamentos, incluindo desenvolvimento 
de produto e de processo, aprovação para comercialização, conformidade 
com Boas Práticas de Fabricação (GMPs, ou Good Manufacturing 
Practices) e acompanhamento pós-aprovação. A necessidade de uma 
regulamentação rigorosa é compreensível à luz de alguns dos casos 
históricos em que uma fiscalização insuficiente da indústria farmacêutica 
resultou em inestimável prejuízo à saúde.

Por outro lado, o complexo industrial farmacêutico é também 
responsável por ter melhorado a qualidade de vida de bilhões de pessoas 
ao redor do mundo e por ter aumentado a expectativa de vida de forma 
que seria inimaginável há algumas décadas. Infelizmente, o preço de 
uma regulamentação opressiva tem sido a considerável elevação do 
nível de investimento necessário para o desenvolvimento e produção 
de novos, e potencialmente revolucionários, tratamentos médicos. 
No momento de decidir a direção que novas pesquisas irão tomar, as 
empresas farmacêuticas são forçadas a pesar os crescentes custos de 
desenvolvimento de medicamentos contra o potencial de mercado. 
Isso tem causado a negligência de uma fração significativa de doenças, 
especialmente no caso de doenças órfãs (que afligem apenas uma pequena 
fração da população) e de doenças tropicais (que desproporcionalmente 
afetam pessoas e regiões financeiramente vulneráveis).

A fim de trazer todos os benefícios que a tecnologia moderna 
tem a oferecer aos pacientes cujo sofrimento, até agora, não tem 
recebido atenção suficiente, uma nova filosofia regulatória é 
necessária, que atenda tanto à necessidade de um alto padrão de 
qualidade quanto à redução dos seus custos decorrentes. Este será o 
tópico das próximas páginas.
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6.2 CONTEXTO HISTÓRICO

As empresas farmacêuticas 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 princípio ativo, projeta seu 
processo de produção e, caso o produto final atenda as especificações 
de qualidade, mantém os parâmetros do processo dentro de estreitos 
limites, que (com sorte) garantem a consistência do perfil de qualidade 
do medicamento. Apesar de seu sucesso histórico, essa abordagem 
tem limitado o potencial de melhoria de vários processos de produção 
estabelecidos e resultou em produtos vulneráveis a perturbações nos 
parâmetros de controle do processo, o que, em alguns casos, pode ter 
levado a recalls e desabastecimento de medicamentos.

No início dos anos 1990, a FDA (U.S. Federal Drug and Food 
Administration ou Agência Federal de Medicamentos e Alimentos dos 
EUA) alterou sua política de regular produtos individualmente e passou 
a supervisionar a indústria farmacêutica como um todo. Essa mudança 
incluiu a criação de vários novos requisitos para a indústria, o que 
resultou em um aumento substancial do tempo de revisão de alterações 
do Controle de Fabricação de Agentes Químicos (CMC na sigla original 
em inglês para Chemical Manufacturing Control). Como a aprovação de 
alterações no CMC é necessária antes que a implementação de inovações 
tecnológicas em processos de produção seja permitida, os fabricantes 
tornaram-sw cautelosos ao investir no desenvolvimento de processos e, ao 
mesmo tempo, as agências reguladoras passaram a estar constantemente 
sobrecarregadas pelo crescente número de pedidos de mudança de 
processos a cada ano (Sangshetti et al., 2017). Essa mudança de paradigma 
tem sufocado o desenvolvimento tecnológico de processos de manufatura, 
que tem permanecido ineficiente, embora os produtos farmacêuticos em 
si tenham sofrido uma notável evolução nas últimas 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 estagnação da criação de novos produtos, que poderiam 
salvar vidas (Elliott et al., 2013). 

Para atender à necessidade de uma filosofia de desenvolvimento 
de processos farmacêuticos mais moderna, a FDA iniciou, em 2002, 
o programa de Boas Práticas Atuais de Fabricação de Produtos 
Farmacêuticos (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 revisão de mudanças em processos de 
fabricação, a fim de incentivar a indústria farmacêutica a introduzir 
inovação em tecnologia de processos e facilitar o alinhamento 
entre essas inovações e o marco regulatório existente. Entre outras 
proposições, este documento sugeriu a adoção de Quality-by-Design 
(QbD ou “Qualidade por Projeto”) e Tecnologia Analítica de Processos 
(PAT ou Process Analytical Technology) nos processos de fabricação 
de medicamentos (FDA, 2004b).

A filosofia QbD foi inicialmente popularizada por J. M. Juran e, 
desde o início dos anos 1990, encontrou ampla adoção na indústria 
automobilística. A QbD vê as necessidades do consumidor como a 
base do desenvolvimento de processos. Juran definiu qualidade como 
sendo a presença e a consistência dos atributos do produto que levam à 
satisfação do cliente. Ele, portanto, acreditava que a qualidade deveria 
ser projetada no processo de fabricação, em vez de simplesmente testada 
no produto final – ou seja, “Qualidade por Projeto” (Juran, 1992).

Posteriormente, a EMA (European Medicines Agency ou Agência 
Européia de Medicamentos) e a PMDA (Pharmaceutical and Medical 
Devices Agency ou Agência Farmacêutica e de Dispositivos Médicos 
do Japão) trabalharam juntas para alinhar suas respectivas estruturas 
regulatórias com a iniciativa das Boas Práticas de Fabricação Atuais do 
século XXI da FDA. As diretrizes Q8 a Q12 do Conselho Internacional 
sobre Harmonização de Requisitos Técnicos em Produtos Farmacêuticos 
para Uso Humano (ICH ou International Conference on Harmonization 
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for 
Human Use) resumem estas recomendações unificadas.
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A primeira recomendação oficial a descrever o desenvolvimento 
de processos farmacêuticos baseado em QbD foi a diretriz ICH Q8, 
publicada em 2004 e revisada em 2008 (Q8(R2)), que contém descrições 
e exemplos dos conceitos mais relevantes de QbD no desenvolvimento 
de formulações de medicamentos. A diretriz Q8(R2) alcançou a etapa 
4 (step 4) em agosto de 2009 e é, portanto, oficialmente recomendada 
para adoção pelas agências reguladoras.

A próxima diretriz do ICH a ser publicada foi a Q9, que descreve 
os elementos necessários no Plano de Gerenciamento de Risco da 
Qualidade (Quality Risk Management Plan) e chegou à etapa 4 (step 
4) em novembro de 2005. Posteriormente, em junho de 2008, a diretriz 
Q10 também alcançou a etapa 4 (step 4) e contém os requisitos para 
sistemas de qualidade farmacêuticos. Em maio de 2011, a Diretriz Q11 
do ICH chegou à etapa 4 (step 4) e, assim, tornou-se a recomendação 
oficial para a implementação de QbD no desenvolvimento de 
substâncias farmacológicas ativas, incluindo produtos biológicos. Mais 
recentemente, a diretriz Q12 alcançou a etapa 4 (step 4) em novembro 
de 2019. A Diretriz ICH Q12 extende os aspectos necessários 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 próximas diretrizes a serem esperadas. A diretriz ICH Q13 irá 
padronizar a terminologia utilizada em processos de produção 
contínuos, o que irá facilitar a redução de escalas de equipamentos e 
de tempos ociosos, bem como a aceleração de processamento (Silva 
e Seidel-Morgenstern, 2016; Kim et al., 2017). Além disso, a diretriz 
ICH Q2 (Validação Analítica) será revisada e estendida na diretriz 
Q2(R2)/Q14, a fim de guiar a implementação de PAT. De acordo com 
o Plano de Trabalho publicado pelo ICH, a diretriz Q2(R2)/Q14 irá 
descrever as estratégias estatísticas necessárias para validar técnicas de 
análise multivariada, como espectroscopia de Raman, espectrometria 
de massas e espectroscopia de infravermelho próximo.

A adoção de QbD pelas companhias farmacêuticas está ganhando 
força, como demonstrado pelo exemplo do Januvia® (Sitagliptin, 
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Merck & Co, EUA), o primeiro medicamento a ser aprovado dentro 
do novo marco regulatório da FDA em 2006. Desde então, 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 Espaço de Projeto (Design 
Space), ou seja, a possibilidade de alterar as condições de operação e as 
especificações do produto dentro de certos limites sem a necessidade 
de aprovação prévia das agências reguladoras (ver Figura III.1.i). 
A disparidade entre esses dois números pode tanto indicar uma 
dificuldade na obtenção da aprovação de Espaços de Projeto (Design 
Spaces) quanto uma falta de disposição por parte dos fabricantes em 
tentá-la. A tendência é, no entanto, encorajadora, dado que o número 
de medicamentos aprovados dentro do novo marco regulatório 
continua a crescer (Figura 6.1).

A primeira instância amplamente divulgada do desenvolvimento 
de um biofármaco baseado em QbD foi o do processo de fabricação de 
A-Mab, um anticorpo IgG1 humanizado usado no tratamento de linfoma 
não-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 agências reguladoras 
para desenvolver um estudo de caso abrangente para servir como base 
para o desenvolvimento de processos de fabricação de biofármacos no 
futuro (CMC Biotech Working Group, 2009). Esse estudo de caso foi 
divulgado em 2009 e, em 2013, a indústria farmacêutica atingiu outro 
marco importante com a aprovação pela FDA do primeiro biofármaco a 
reivindicar um Espaço de Projeto (Design Space) dentro do paradigma 
QbD, Gazyvaro® (obinutuzumab, Roche AG, Suíça). Atualmente, 
existem mais três biofármacos aprovados pela EMA com um Espaço de 
Projeto (Design Space):

• Tecentriq® (atezolizumab, Roche AG, Suíça);

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

• Gardasil 9® (vacina contra HPV, Sanofi Pasteur SA, França).
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Figura 6.1. i) Número total de medicamentos aprovados pela EMA onde 
um Espaço de Projeto (Design Space), ou seja, operação flexibilizada, 
foi aprovado. ii) Número 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 não estejam mais autorizados.

6.3 DESENVOLVIMENTO BASEADO EM QbD

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 começa com a 
definição do princípio ativo, seguido por iterações de ajuste do processo 
de fabricação até que o produto final atenda a todas as especificações 
de segurança e eficácia (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 são as expectativas dos clientes, que formam o Perfil 
Alvo de Qualidade do Produto (ou QTPP ou Quality Target Product 
Profile). A diferença é que o QTPP define uma aplicação específica, 
bem como o perfil de segurança e eficácia desejados para o produto e 
não apenas seu princípio ativo. Ou seja, o espírito do desenvolvimento 
baseado em QbD é “começar com o final em mente”.

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

Conforme será descrito em mais detalhes adiante, de acordo 
com QbD, o fabricante deve tipicamente delinear o QTPP com base 
na prática experimental com o produto. Esse esforço pode, no entanto, 
ser significativamente simplificado, caso já exista literatura científica 
descrevendo sua farmacocinética, farmacodinâmica, possíveis efeitos 
colaterais e os principais problemas do produto. Consequentemente, a 
aplicação dos princípios de QbD no desenvolvimento de medicamentos 
biossimilares e biobetters é muito propícia (Brumano et al., 2019).

Dentro do paradigma tradicional QbT, uma vez que o produto 
farmacêutico final atenda a todas as especificações, a agência reguladora 
o aprova e o fabricante restringe a alteração dos parâmetros operacionais 
do processo de produção para garantir a consistência do produto. Essa 
abordagem tem, no entanto, a desvantagem de desmotivar as empresas a 
investir na melhoria de processos, uma vez que as agências reguladoras 
só podem aprovar mudanças no processo após uma demonstração 
completa de que as alterações propostas não afetarão as características 
finais do produto. De acordo com a FDA (FDA, 2004b), essa demanda 
tem levado os fabricantes a não investigar adequadamente os mecanismos 
que correlacionam variáveis de processo e o perfil de qualidade do 
produto. Isso tem resultado em uma compreensão incompleta das 
causas de variabilidade de produtos farmacêuticos. Consequentemente, 
com o paradigma QbD, as agências reguladoras procuram facilitar a 
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revisão de propostas de melhorias de fabricação com a condição de que 
os fabricantes possam demonstrar um nível suficiente de entendimento 
do processo de produção para embasar as mudanças propostas, o que 
deve, no longo prazo, reduzir os custos de conformidade com o marco 
regulatório (Elliott et al., 2013).

Figura 6.2. Comparação 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.

Outra diferença significativa entre os paradigmas QbT e QbD é que, 
no segundo caso, os dados e modelos matemáticos de processos reunidos 
durante as fases de desenvolvimento e de escalonamento fazem parte do 
registro. Consequentemente, as agências 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 alterações propostas no processo de produção sem que haja a 
necessidade de revalidação. Com isso, as agências reguladoras esperam 
encorajar as empresas a buscar a melhoria contínua dos processos de 
fabricação motivadas pela perspectiva de reduzir os custos de produção, 
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desperdício e variabilidade de produtos, os quais também são desejáveis 
do ponto de vista da saúde pública e da preservação do meio ambiente 
(Elliott et al., 2013). Por outro lado, na abordagem tradicional de QbT, 
apenas os dados referentes à versão final do processo de fabricação 
fazem parte do registro.

Por fim, outro aspecto central no desenvolvimento de processos 
de acordo com a filosofia QbD é o requerimento de uma política de 
gerenciamento de riscos com a qual o fabricante possa avaliar e mitigar os 
efeitos que perturbações no processo exercem no perfil de qualidade do 
produto final. Com a adição desta recomendação, as agências reguladoras 
esperam reduzir casos de desabastecimento causados por perda de lotes, 
os quais podem prejudicar o público tanto financeiramente quanto em 
termos de saúde. Dessa forma, além da óbvia vantagem econômica 
de perder menos produto, os fabricantes também irão lucrar com um 
processo mais rápido de liberação de lotes.

Seguindo a tendência internacional, a Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (ANVISA) publicou, em 22 de agosto de 2019, a 
Resolução da Diretoria Colegiada nº 301 (republicada pela última vez 
no DOU nº 78, de 24 de abril de 2020) que dispõe sobre as Diretrizes 
Gerais de BPF (RDC 301/19, 2019). Esta RDC reforça a importância 
do Gerenciamento de Risco como parte da Gestão da Qualidade 
Farmacêutica, aproximando, assim, o marco regulatório nacional ao 
da ICH com o objetivo de aumentar a competitividade da indústria 
farmacêutica brasileira no mercado internacional.

O objetivo de longo prazo das agências reguladoras é permitir a 
liberação em tempo real de produtos farmacêuticos (real-time release), o 
que significa a liberação de lotes com base apenas em dados de processo, 
em oposição à abordagem tradicional de QbT que envolve testar 
extensivamente o produto acabado antes de permitir sua liberação. A 
fim de alcançar este objetivo, as agências reguladoras recomendam o 
desenvolvimento e implementação de Tecnologia Analítica de Processos 
(PAT ou Process Analytical Technology) nas linhas de produção (FDA, 
2004a). PAT refere-se à ferramentas analíticas não destrutivas que 
permitem a medição online de variáveis de processo normalmente 
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difíceis de avaliar, como por exemplo níveis de expressão gênica, 
concentração de metabólitos secundários, entre outras, que podem 
ajudar a prever resultados de processos e controlar a variabilidade de 
produtos (FDA, 2004a).

6.4 ESPAÇO DE PROJETO DO PRODUTO (PRODUCT DESIGN SPACE)

Como mostrado na Figura 6.2, a primeira etapa do desenvolvimento 
do processo dentro do paradigma QbD é a definição do Perfil Alvo 
de Qualidade do Produto (QTPP ou Quality Target Product Profile) 
do potencial medicamento, o qual deve incluir, por exemplo, sua 
indicação, via de administração, forma de dosagem, características 
farmacocinéticas, estabilidade, pureza e esterilidade. Como mencionado 
anteriormente, no caso de medicamentos biossimilares e biobetters, a 
definição do QTPP pode ser baseada em dados da literatura científica 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 versão peguilada do fator bovino 
estimulante de colônias de granulócitos) em termos de sua estabilidade, 
farmacodinâmica, farmacocinética, toxicologia, imunogenicidade, 
segurança para o usuário (humano) e tolerância no animal alvo (bovino).

Após a definição do QTPP, os Atributos Críticos de Qualidade (CQA 
ou Critical Quality Attributes) são selecionados dentre as características 
quantificáveis do produto final e normalmente incluem propriedades 
físicas, químicas, bioquímicas e microbiológicas. Os CQAs formam o Perfil 
Analítico Alvo (Analytical Target Profile) do potencial medicamento. 
A primeira etapa do processo de seleção dos CQAs é a identificação 
de potenciais conexões entre os atributos do produto e seu perfil de 
qualidade, usando ferramentas como diagramas de Ishikawa (espinha 
de peixe) e correlações estatísticas. Esses atributos são então ranqueados 
utilizando Métodos de Classificação e Filtragem de Risco (RRF ou Risk 
Rank and Filtering), como, por exemplo, a Análise dos Modos de Falha 
e seus Efeitos (FMEA ou Failure Mode and Effects Analysis), que partem 
de sistemas pré-definidos de pontuação para estimar aproximadamente 
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a criticidade de atributos com base na incerteza e no impacto que não 
conformidades podem ter no perfil de qualidade.

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

1. Conhecimento Prévio. Os produtos em estudo foram 
anticorpos monoclonais e, como resultado da literatura científica 
preexistente nesta área, as especificações de produtos semelhantes 
já no mercado foram automaticamente consideradas Atributos 
Críticos de Qualidade.

2. Criticidade = Impacto × Incerteza. As pontuações de Impacto dos 
Atributos de Qualidade foram definidas com base no efeito que eles têm 
nos seguintes aspectos do QTPP: atividade biológica, farmacocinética, 
imunogenicidade e segurança. As pontuações de Incerteza foram 
definidas com base no nível de conhecimento disponível a respeito do 
efeito que a variação em cada um dos atributos exercem nos quatro 
aspectos do QTPP mencionados anteriormente. O resultado deste 
sistema foi a criação de quatro listas paralelas de CQAs. 

3. Criticidade = Severidade × Probabilidade. As pontuações 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 especificações, o que 
resultou em uma estrutura diferente para avaliar a Criticidade e, 
consequentemente, em uma lista diferente de CQAs.

Os atributos considerados críticos em cada uma dessas categorias 
foram reunidos para que a seleção final de CQAs fosse a mais abrangente 
possível. Os autores 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, Suíça) foram divididos em sete categorias: 
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• Presença de variantes: relacionadas ao tamanho, carga, oxidação, 
glicosilação ou à estrutura.

• Contaminação com impurezas provindas do processo: proteína da 
célula hospedeira (HCP ou Host Cell Protein), DNA e proteína A.

• Contaminação com matérias-primas: componentes das soluções 
de cultura e de purificação (nutrientes, elementos-traço, sais, 
tampões, dentre outros).

• Contaminação por componentes extraíveis: filtros, materiais de 
embalagens, etc.

• Contaminação com agentes adventícios: vírus, bactérias e 
endotoxinas.

• Composição e força do medicamento e do princípio ativo: conteúdo 
proteico, osmolalidade, pH, aparência (cor, opalescência, claridade), 
conteúdo de L-histidina, teor de trealose e poloxamero 188.

• Características da formulação: partículas visíveis e sub-visíveis, 
volume extraível e esterilidade.

Usando uma estratégia semelhante à empregada pela Roche AG 
(Suíça), a Eli Lilly & Co. Ltd. (Reino Unido) considerou os CQAs de 
Imrestor® (pegbovigrastim) como sendo o nível de agregação de proteínas, 
oxidação, carbamilação, alteração em pontes dissulfeto, formação de acetil-
hidrazida, contaminação residual com solventes e atividade biológica.

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

Criticidade = Severidade × Probabilidade de Ocorrência × Possibilidade de Detecção

A incompatibilidade mútua entre estas estratégias demonstra 
que não necessariamente existe uma maneira única ou correta para 
classificar os atributos de qualidade, o que ressalta a importância de 
uma reflexão profunda a respeito da melhor estratégia em cada situação.
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Dentro do paradigma QbD, também é essencial desenvolver uma 
compreensão dos mecanismos por trás das correlações encontradas, a 
fim de melhor fundamentar a atribuição de criticidade aos atributos de 
qualidade do produto. Além disso, no caso de produtos biossimilares, 
é importante que os CQAs escolhidos correspondam, na medida do 
possível, aos do medicamento originador ou inovador.

Seguindo a definição dos CQAs, as metodologias analíticas para a 
avaliação destes atributos devem ser estabelecidas com atenção especial 
à precisão, à seletividade, à sensibilidade e à robustez. As monografias 
listadas nas farmacopeias são uma boa fonte (embora frequentemente 
limitadas) de informações para isso.

O próximo passo é a delineação das faixas aceitáveis para os CQAs, 
que, dentro da filosofia QbD, são definidas como o Espaço de Projeto 
do Produto (Product Design Space) de forma multidimensional. 
Esta abordagem é diferente do paradigma tradicional QbT, que 
utiliza especificações unidimensionais. Como será explorado em 
mais detalhe na próxima seção, espaços multidimensionais (tanto 
para especificações do produto quanto do processo) resultam em 
uma operação mais flexível, já que as agências reguladoras permitem 
alterações de especificação dentro do Espaço de Projeto (Design Space) 
aprovado sem a necessidade de aprovação do Controle de Fabricação 
de Agentes Químicos (CMC ou Chemical Manufacturing Control) 
na FDA, ou um pedido de alteração do tipo II (type II variation 
application) à EMA, que atualmente custa € 89.000. 

Um dos princípios da filosofia QbD é que “o produto é o processo”. 
Dessa forma, somente após o estabelecimento do QTPP e dos CQAs 
o desenvolvimento do processo de fabricação em si pode começar. O 
primeiro passo é apresentar o conceito inicial do processo de produção, 
que pode ser baseado em plataformas preexistentes ou concebido do zero. 
Seja qual for o caso, o passo seguinte é a identificação dos Parâmetros 
Críticos do Processo (CPP ou Critical Process Parameters) e dos 
Atributos Materiais Críticos (CMA, ou Critical Material Attributes).

Parâmetros Críticos do Processo (CPPs) incluem as variáveis 
físico-químicas das operações unitárias, como pH, temperatura, 
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concentrações de nutrientes e condutividade, que podem ser mantidas 
dentro de faixas pré-definidas por controles automatizados. Os Atributos 
Materiais Críticos (CMAs), por outro lado, vão desde solventes, matérias 
primas, excipientes, materiais de embalagem, tampões, meios de cultura, 
soluções de estoque até resinas cromatográficas e membranas de filtro.

Conforme mostrado na Figura 6.2.i, antes que a avaliação da 
criticidade possa ser iniciada, os métodos analíticos necessários precisam 
ser estabelecidos. Estes incluem sensores para os parâmetros físico-
químicos das operações unitárias, os quais pertencem à Tecnologia 
Analítica de Processos (PAT ou Process Analytical Technology) 
(FDA, 2004a), bem como técnicas analíticas laboratoriais para avaliar 
os aspectos de qualidade das matérias-primas1. Posteriormente, a 
criticidade dos parâmetros do processo e de atributos materiais começa 
com Métodos de Classificação e Filtragem de Risco (RRF ou Risk Rank 
and Filtering), seguida por análises de sensibilidade e termina com a 
proposição de modelos matemáticos 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, Análise de Árvore de Falhas (FTA ou Fault Tree Analysis), 
Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (HACCP ou Hazard 
Analysis and Critical Control Points) e Análise de Operacionalidade de 
Perigo (HAZOP ou Hazard Operability Analysis) e outras ferramentas 
estatísticas. Teoricamente, a avaliação de risco deveria começar com 
as operações unitárias com o maior potencial de afetar negativamente 
o QTPP e, em seguida, proceder para as que têm menor impacto. Na 
prática, no entanto, é mais fácil primeiro focar nas operações finais de 
downstream, já que estas são as mais próximas ao paciente e, somente 
depois, progredir para as operações de upstream, uma vez que pequenas 
perturbações nas etapas iniciais do processo podem ser corrigidas pelo 
processamento posterior (Elliott et al., 2013).

Após a avaliação de risco inicial, os efeitos combinados da alteração 
dos parâmetros do processo e das matérias-primas são avaliados usando 
técnicas de planejamento experimental (DoE do inglês Design of 

1 Tal como a presença de substâncias contaminantes, material particulado ou microrganismos.
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Experiments), como, por exemplo, Plackett-Burman e Taguchi. Estes 
estudos têm o objetivo duplo de atribuir criticidade aos parâmetros do 
processo e de gerar modelos matemáticos iniciais do processo de produção.

Ao delinear esses experimentos, é importante considerar 
intervalos amplos para cada parâmetro, mesmo se a operação normal for 
perfeitamente capaz de manter o processo operando dentro de margens 
estreitas. Esse cuidado é necessário para evitar negligenciar atributos de 
qualidade que sejam de fato críticos quando fora da especificação, mas 
que não aparentam ser em situações normais de operação. Idealmente, a 
região caracterizada do Espaço de Projeto do Processo (Process Design 
Space) deve ser muito maior do que sua região normal de operação, a 
fim de evitar que a operação do processo esteja próxima de território 
inexplorado (Elliott et al., 2013).

Os modelos matemáticos obtidos utilizando a metodologia DoE 
normalmente são funções empíricas representando superfícies de 
resposta, que permitem inferir a sensibilidade dos CQAs à variação de 
parâmetros do processo (ou seja, análise de sensibilidade) e também 
permitem sugerir possíveis relações causais. Modelos empíricos não 
devem, via de regra, ser extrapolados para condições não testadas, bem 
como para diferentes escalas. Portanto, é vantajoso para o fabricante 
desenvolver modelos mecanicistas mais sofisticados que expliquem as 
conexões entre os parâmetros do processo e os CQAs.

De posse de um modelo computacional adequado do processo 
de fabricação, é possível fornecer informações para o controle baseado 
em risco (risk-based control) usando análises de incerteza in silico. A 
análise de incerteza permite a estimativa da expectativa de que os valores 
dos CQAs vão sair dos intervalos especificados durante a operação do 
processo e pode servir de base para estimativas in silico dos Índices de 
Capacidade do Processo (Cpk2).

2 Cpk é a razão entre a faixa comprovadamente aceitável de um determinado CQA e a largura de seis vezes 
seu desvio padrão sendo, portanto, um medidor do nível de controle do processo. Tradicionalmente, na 
indústria biofarmacêutica, Cpks maiores do que 1 são normalmente entendidos pelas agências reguladoras 
como resultantes de um nível suficiente de controle do processo. A variabilidade do produto é, no entanto, 
normalmente avaliada com base em três lotes bem-sucedidos consecutivos, o que, na prática, pode resultar 
em especificações desnecessariamente restritivas.
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Uma vez que todas as fontes de variabilidade dos CQAs originadas 
na operação do processo tenham sido identificadas, seu efeito na 
qualidade do produto final tenha sido estimado e modelos matemáticos 
que expliquem as relações causais subjacentes tenham sido validados, o 
próximo passo é a definição do Espaço de Projeto do Processo (Process 
Design Space) em si. O Espaço de Projeto do Processo é definido em 
termos dos parâmetros operacionais do processo (ou seja, os CPPs) 
bem como CMAs e é expresso como um objeto multidimensional, para 
levar em consideração os efeitos que as interações entre os diferentes 
parâmetros podem ter nos CQAs. Essa abordagem contrasta com a 
forma tradicionalmente unidimensional na qual as agências reguladoras 
historicamente exigiam a definição de faixas aceitáveis para variáveis do 
processo e para atributos materiais o que, como demonstrado na Figura 
6.3, em última análise resulta na flexibilização da operação do processo.

Neste exemplo consideram-se, para maior clareza, apenas duas 
variáveis contínuas de controle (x1 e x2). No entanto, as mesmas 
conclusões permanecem verdadeiras quando se considera um 
número maior de variáveis. Como mostrado na figura à esquerda, 
se apenas Amplitudes Normais de Operação (NOR ou Normal 
Operating Ranges) e Amplitudes Comprovadamente Aceitáveis (PAR 
ou Proven Acceptable Ranges) unidimensionais forem consideradas, 
a região operacional do processo fica restrita a um retângulo 
inscrito no Espaço de Projeto do Processo (Process Design Space) 
centralizado no ponto de ajuste, deixando de fora todas as outras 
combinações de valores de parâmetros possíveis mostradas na figura 
à direita. Desta forma, QbD permite a flexibilização da operação do 
processo ao definir o Espaço de Projeto do Processo como um objeto 
multidimensional (Stockdale e Cheng, 2009).
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Figura 6.3. Comparação entre as regiões de operação resultantes de 
especificações unidimensionais de parâmetros do processo (i) e de 
especificações multidimensionais que definem um Espaço de Projeto do 
Processo (Process Design Space) (ii). Fonte: Stockdale e Cheng, 2009.

Uma vez que a agência reguladora tenha aprovado o Espaço de 
Projeto do Processo (Process Design Space), a operação dentro de seus 
limites não é mais considerada uma mudança e, portanto, não requer 
revalidação. Por enquanto, esta flexibilização de operação ainda não está 
prevista pela ANVISA, como demonstrado no artigo nº 177 da RDC 
301/19, o qual requer a revalidação de processo após qualquer alteração 
que possa afetar a qualidade do produto final ou a reprodutibilidade 
do processo (RDC 301/19, 2019). Ou seja, a legislação nacional ainda 
não prevê o conceito de Espaço de Projeto do Processo, embora esteja 
movendo-se na direção de alinhar-se com as diretrizes internacionais, 
uma vez que a ANVISA é um dos membros regulatórios do ICH.

O Espaço de Projeto do Processo inclui não apenas parâmetros 
físico-químicos, mas também o perfil de evolução de variáveis 
dependentes do tempo no caso de operações como cultivo em batelada, 
separação cromatográfica, liofilização, precipitação, etc. Além disso, o 
Espaço de Projeto do Processo pode ser definido individualmente, para 
cada operação unitária, ou abrangendo o processo de fabricação como 
um todo, o que facilita ainda mais a implementação de mudanças pós-
aprovação que não influenciam o perfil de qualidade do produto.
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O ICH também recomenda que o Espaço de Projeto do Processo 
seja definido em termos de variáveis independentes da escala, como por 
exemplo número de aeração, número de Reynolds, número de potência, 
tempo de mistura, tempo de remoção de CO2 (CO2-stripping time), 
KLa e volume de retenção de gás (gas hold-up volume). Neste caso, 
a vantagem para os fabricantes é que alterações de escala dentro do 
intervalo validado do modelo do processo poderão ser executadas sem 
a necessidade de nova aprovação (CMC Biotech Working Group, 2009).

O conceito de Espaço de Projeto do Processo está oficialmente 
reconhecido pelas agências reguladoras internacionais desde a 
publicação da diretriz Q8(R2) em 2008 pelo ICH. Embora a primeira 
aprovação de um Espaço de Projeto do Processo para um medicamento 
de molécula pequena (saxagliptin, Bristol-Myers Squibb/AstraZeneca) 
já tenha ocorrido em 2009, foram necessários mais 5 anos para 
que o Espaço de Projeto do Processo tenha sido aprovado para um 
biofármaco (albiglutide, GSK) pela EMA, em 2014. O principal 
motivo para este atraso tem sido a dificuldade em justificar o Espaço 
de Projeto de processos biofarmacêuticos em pedidos de autorização 
de comercialização. Esse problema foi abordado pela primeira vez por 
J. Peterson em 2008, que propôs a aplicação da inferência Bayesiana 
seguida de Simulações Preditivas Posteriores para identificar as 
condições operacionais do processo que geram produtos dentro das 
especificações com confiabilidade suficiente para serem incluídos no 
Espaço de Projeto do Processo (Peterson, 2008).

Simulações Preditivas Posteriores (SPPs) são uma forma de 
modelagem por ensemble usada para estimar a distribuição dos resultados 
esperados do processo dada a incerteza nos parâmetros do modelo, a 
qual é, por sua vez, estimada por meio de inferência Bayesiana. O poder 
desta abordagem tem sido amplamente reconhecido pelo FDA, EMA e 
ICH, bem como pelas principais multinacionais biofarmacêuticas, que a 
utilizaram para descrever o Espaço de Projeto do Processo de produção 
do A-Mab (CMC Biotech Working Group, 2009). Desde então, a maioria 
dos Espaços de Projeto de Processos biofarmacêuticos aprovados pela 
EMA foram mapeados utilizando variações desse método.
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6.5 ESTRATÉGIA DE CONTROLE

A próxima etapa no ciclo QbD de desenvolvimento de processos 
(Figura 6.2.i) é a proposição de uma estratégia de controle baseada em 
risco (risk-based) para o processo de produção. Isto está de acordo 
com os princípios de QbD mencionados acima, uma vez que a meta 
é conceder mais autonomia às empresas na condição de que seja 
demonstrado um entendimento científico profundo do processo de 
produção. Uma estratégia de controle baseada em risco deve ter como 
fundamento o conhecimento dos riscos do processo de produção além 
de modelos matemáticos confiáveis.

De acordo com a ANVISA, o foco da Política de Gerenciamento de 
Risco é a segurança do paciente e deve incluir uma Estratégia de Mitigação 
de Risco cobrindo o Plano de Tomada de Decisão, principalmente no 
que diz respeito ao recalls, como evitar desabastecimento e o plano de 
notificação da ANVISA (RDC 301/19, 2019). Além disso, o artigo nº 
172 da RDC 301/19 exige um processo de Gerenciamento de Risco 
da Qualidade com foco na avaliação toxicológica e de potência dos 
medicamentos produzidos por uma mesma fábrica de forma a reduzir 
os riscos de contaminação cruzada entre os processos produtivos.

Um dos aspectos fundamentais de uma estratégia de controle 
baseada em risco é o emprego de Tecnologia Analítica de Processos 
(PAT ou Process Analytical Technology). PAT refere-se especificamente 
a técnicas avançadas de monitoramento de processos, que permitem 
a medição e o controle de variáveis normalmente difíceis de medir. 
Devido ao fato de as agências reguladoras enfatizarem a importância 
da confiabilidade de metodologias analíticas, existe um interesse 
crescente no desenvolvimento de tecnologias sofisticadas, como HPLC, 
espectroscopia de dicroísmo circular, espectroscopia de infravermelho 
próximo (NIR), espectrometria de massas (MS), eletroforese capilar, 
espectroscopia Raman e uma miríade de técnicas hifenadas como HPLC-
MS. Para que essas técnicas possam ajudar a melhor compreender as 
operações unitárias de bioprocessos, a diretriz Q2(R2)/Q14 do ICH irá 
descrever os métodos estatísticos necessários para validá-las.
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A PAT permitirá uma melhor medição e controle de variáveis do 
produto (como peso molecular, sequência de aminoácidos, oxidação 
de resíduos de metionina, desnaturação e agregação) e de variáveis 
relacionadas ao processo (como a concentração de metabólitos 
secundários, níveis de expressão gênica, etc.), o que poderá vir a resultar 
em melhores sistemas de garantia de qualidade. Uma perspectiva 
interessante é a utilização desses dados como base de modelos 
computacionais mais sofisticados do processo de produção que serão 
utilizados no controle de processos baseado em Digital Twins como 
parte do processo de digitalização do setor farmacêutico (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 
seção anterior), das especificações do produto e das operações unitárias. 
Tal estratégia deve também conter um programa de monitoramento 
que vise a contínua validação e extensão dos modelos matemáticos do 
processo utilizando PAT.

O objetivo de longo prazo das agências reguladoras é permitir 
a Liberação em Tempo Real (Real-Time Release) de produtos 
farmacêuticos, ou seja, o controle em tempo real dos CQAs com base em 
dados do processo. Com o desenvolvimento de controles proativos (feed-
forward), as agências reguladoras buscam reduzir tempos de espera pós-
processamento e simplificar a liberação do produto final. Com este novo 
paradigma espera-se uma redução do número de recalls e de perdas 
de lotes, bem como a extensão dos prazos de validade efetivos (tempo 
de prateleira) dos medicamentos. As agências reguladoras esperam, 
dessa forma, minimizar casos de desabastecimento de medicamentos 
e garantir o fornecimento de produtos de maior qualidade ao público.

6.6 PLANO DE GERENCIAMENTO DO CICLO DE VIA 
(LIFECYCLE MANAGEMENT PLAN)

Como mostrado na Figura 6.2.i, a filosofia QbD implica na melhoria 
contínua tanto do medicamento quanto de seu processo de fabricação 
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com base no acúmulo de conhecimentos relativos ao desempenho do 
processo de produção, à eficácia da estratégia de controle e à experiência 
clínica pós-aprovação. De acordo com as diretrizes Q10, Q11 e Q12 do 
ICH, assim como a RDC nº 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 contínua. 
O assim chamado Plano de Gerenciamento do Ciclo de Vida (Lifecycle 
Management Plan) deve fazer parte da documentação do processo de 
fabricação e incluir as responsabilidades gerenciais (o que é frisado 
na RDC nº301/19) e os sistemas de qualidade que o fabricante irá 
implementar para gerenciar o conhecimento sobre o medicamento 
e sobre o processo de produção 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 farmacêutico, transferência 
de tecnologia para outros locais de fabricação ou empresas, produção 
comercial, melhoria do processo e descontinuação do produto.

É importante, neste ponto, frisar a diferença entre conhecimento 
e dados. Embora a coleta contínua de dados de processo e de produto 
seja fundamental para a expansão do conhecimento de processo, não 
é suficiente para garanti-la. Conhecimento são dados que permitem a 
tomada de decisões. Portanto, um sistema de gestão de conhecimento 
deve incluir não apenas o modelo de aquisição de dados, mas também 
para sua análise, armazenamento e disseminação.

Uma das maneiras pelas quais novos dados de processo podem ser 
incorporados ao conhecimento de processo é o contínuo refinamento e 
revalidação de modelos computacionais, seja na forma do recálculo dos 
valores médios de parâmetros ou na reavaliação de suas significâncias 
estatísticas (Elliott et al., 2013) ambos os quais podem ser realizados 
utilizando inferência Bayesiana (Peterson, 2008). Além disso, conjuntos 
maiores de dados (tanto na forma de maiores números de amostras 
quanto de dados físico-químicos mais diversificados) podem ser usados 
para propor novos modelos de mecanismos para as operações unitárias.

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

No contexto da indústria farmacêutica, os consumidores não são 
apenas os pacientes, mas também os médicos, profissionais de saúde, 
seguradoras e agências reguladoras e, portanto, a tomada de decisões após 
a aprovação pode vir a ser motivada pela reação do mercado em qualquer 
uma destas esferas. Em se tratando de pacientes, por exemplo, a resposta 
da população ao tratamento, incluindo reações adversas e interações 
imprevistas com outros medicamentos, pode vir a motivar a necessidade de 
alterar as especificações da formulação ou da substância farmacológica ativa. 
Na maioria das vezes, no entanto, as decisões sobre o tratamento não são 
tomadas pelos pacientes, mas pelas equipes médicas responsáveis. Portanto, 
é essencial manter um canal de comunicação aberto com a comunidade 
médica, a fim de coletar informações sobre preocupações com relação aos 
riscos, as imitações e aos custo-benefício de tratamentos que podem vir a 
justificar alterações de especificações após a aprovação dentro do Espaço 
de Projeto (Design Space) do produto. Por fim, a cobertura de tratamentos 
médicos é definida pelas companhias seguradoras que, dependendo do país, 
podem ser públicas, privadas ou, como é mais comum, uma mistura dos 
dois. Dessa forma, o custo-benefício e a opinião pública sobre tratamentos 
médicos podem desempenhar um papel importante na definição da 
cobertura de planos de saúde, o que, por sua vez, impacta a comercialização 
de medicamentos e pode, portanto, vir a motivar mudanças na especificação 
de produtos após a autorização de comercialização. 

6.7 CONCLUSÕES

Neste capítulo, foram explorados diferentes conceitos de QbD 
farmacêutico, assim como os benefícios da utilização desta filosofia para 
guiar o desenvolvimento de processos de produção farmacêuticos. No 
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entanto, é importante lembrar que cada processo é único, de forma que 
nem sempre será possível desenvolver processos de produção seguindo 
exatamente as etapas descritas nas seções anteriores, sendo necessário ajustar 
a aplicação das ferramentas de QbD para cada caso. Por fim, é necessário 
frisar a importância de se ajustar a estratégia de desenvolvimento de 
processos ao contexto regulatório local para que a promessa das vantagens 
de flexibilização, assim como da redução de perdas de lotes e dos custos de 
conformidade regulatória possam vir a ser concretizadas.
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RESUMO

Várias técnicas de separação e 
purificação de biomoléculas, de 
interesse à área farmacêutica, são 

propostas na literatura e aplicadas aos 
diferentes processos industriais. Uma técnica 
promissora devido à simplicidade do uso e à 
biocompatibilidade são os sistemas aquosos 
bifásicos, os quais podem ser formados em 
meio aquoso com teor de água superior à 50% 
(m/m) nas fases coexistentes. Duas outras 
possibilidades surgem quando a premissa 
de elevado teor de água é quebrada surge os 
sistemas bifásicos, ou quando há a substituição 
integral da água por etanol dando origem aos 
sistemas etanólicos bifásicos. Neste sentido, 
apresenta-se aqui o arcabouço teórico da 
formação dos sistemas e seus diagramas, 
seguido da aplicação no particionamento, 
concentração e purificação de diferentes 
biomoléculas com aplicação na indústria 
farmacêutica.



234

Aplicação de sistemas bifásicos no particionamento e purificação de bioativos farmacêuticos#7

7.1 INTROCUÇÃO

7.1.1 Sistemas Aquosos Bifásicos

Sistema Aquoso Bifásico (SAB) pode ser definido como um 
procedimento de separação, concentração e purificação de moléculas 
baseado no equilíbrio líquido-líquido, no qual um par de constituintes 
solubilizados em água são misturados acima de uma concentração 
crítica, e separam-se em duas fases (Figura 7.1). As fases de topo e fundo 
coexistente são compostas pelos três constituintes, contudo um desses 
apresenta em maior concentração.

Figura 7.1. Formação dos sistemas aquosos bifásico

Os diagramas de fases oferecem informações acerca da 
concentração de constituintes necessária para a separação das fases a 
um dado valor de pH e temperatura. Estes diagramas (Figura 7.2) são 
compostos pela curva binodal, obtida pela união das composições da 
fase de topo (ponto T) e fase de fundo (ponto F) oriundos da separação 
de fases para uma composição de mistura (ponto M) específica. A união 
dos pontos T-M-F forma a linha de amarração (TL, do inglês tie-line), 
as quais devem ser paralelas. Quanto mais afastado da origem do eixo 
maior a área bifásica e maior o comprimento da linha de amarração 
(TLL, do inglês tie line lenght). Quanto maior o comprimento da linha 
de amarração maior será a diferença de composição entre as fases de 
topo e fundo, entretanto quando essas composições são semelhantes 
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tempos o ponto crítico (PC). Sobre uma mesma linha de amarração, 
as composições das fases de topo e de fundo serão similares entre si, 
contudo os volumes de cada fase serão diferentes.

Figura 7.2. Representação triangular (a) e cartesiana (b) para os diagramas 
de fases.

Para a determinação da curva binodal pode-se usar algumas 
metodologias. Destacamos aquelas que determinam a composição dos 
constituintes na fase de topo e de fundo, seguida da construção gráfica 
e a binodal representada pela ligação dos pontos. A outra metodologia 
denominada de ponto de turvação (do inglês cloud point) baseia-
se na aplicação de gota a gota do constituinte que atua como agente 
salting-out na solução do outro componente até a percepção de uma 
turvação (área bifásico) e depois desturvação gota a gota com água (área 
monofásica). O processo é repetido tantas vezes quanto possível para 
formar a curva binodal. Uma vez determinados os pontos da curva 
binodal, algumas correlações empíricas são utilizadas para ajustar os 
pontos experimentais, como apresentada na Tabela 7.1:
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Tabela 7.1. Correlações para determinação das curvas binodais

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

Para a construção das linhas de amarração, pontos são 
previamente determinados na região bifásica de cada curva binodal. 
Assim, os constituintes do sistema são pesados, posteriormente agitadas 
vigorosamente e centrifugados. Após o estágio de equilíbrio, as fases 
tornaram-se claras e a interface bem definida. Por fim, ambas as fases 
são separadas, pesadas e seus volumes determinados. A determinação 
da linha de amarração é realizada resolvendo o seguinte sistema de 
quatro equações (Equações 7.1- 7.4):

               (7.1)

               (7.2)

                (7.3)

(7.4)
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As TLL podem estar correlacionadas as massas das fases e são 
determinados pela equação 7.5.

               (7.5)

Quando o trabalho experimental para determinação das TLs é 
bem executado, estas apresentam-se paralelas e, portanto, a inclinação 
da linha de amarração (do inglês slope tie-line) é constante e segue a 
equação 7.6.

                 (7.6)

Aires-Barros e colaboradores aplicaram a análise de força, 
oportunidades, fraquezas e ameaças (fofa, do inglês strenghts, weakness, 
opportunites and threats – swot) para a aplicação na separação 
industrial, cujos destaques encontram-se na Figura 7.3. As forças do 
SAB estão inicialmente associadas a possibilidade de integrar o processo 
a outros procedimentos operacionais como extrações (upstream) 
e passos de purificação como precipitação, diálise, microfiltração e 
cromatografia (downstream). Para tanto, vantagens adicionais como a 
biocompatibilidade devido ao alto conteúdo de água nas fases coexistentes 
fornecendo um ambiente compatível ao ambiente biológico (Johansson 
et al., 1998). A seletividade destes sistemas pode ser aumentada pela 
adequada escolha dos diferentes pares de constituintes (Chao et al., 
2010), adição de adjuvantes ao processo (Rosário et al., 2019), e ainda 
pela utilização de ligantes seletivos que favorece a migração da molécula 
alvo para uma das fases (Ruiz-Ruiz et al., 2012).
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Figura 7.3. Apresentação resumida das força, oportunidades, fraquezas e 
ameaças para processos de downstream de biomoléculas utilizando SAB.

Um número expressivo de pares de constituintes é capaz de gerar 
SAB, os quais podemos classificar como sistemas tradicionais e os não 
convencionais como mostra a Figura

Figura 7.4. Classificação dos Sistemas Aquosos Bifásicos quanto à 
tradicionalidade dos constituintes

Os pares de constituintes tradicionais são os formados por 
polímero-polímero 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 
substituição de um deles por um polímero sintético como o sistema 
baseado em polímero-sais como por exemplo PEG + fosfato (Lei et 
al., 1990). Desde 2003, a literatura vem demonstrando a possibilidade 
de formação de sistemas utilizando líquidos iônicos – LI (Gutowski 
et al., 2003) e solventes eutéticos profundos – do inglês deep eutectic 
solventes - DES (Zeng et al., 2014). Os líquidos iônicos caracterizam-se 
como solventes alternativos que apresentam ponto de fusão abaixo de 
100 oC. Estes compostos são formados por cátions (família catiônica – 
imidazólio, piridínio, piperidínio, piperidínio, amônio, fosfônio, entre 
outros) com cadeia alquílica de ampla variedade (costumeiramente 
C2 a C10), e por um ânion orgânico (acetato) ou inorgânico (cloreto, 
brometo, etc.), que apresentam interessante propriedades como a 
negligenciável volatilidade e não inflamabilidade (Freire et al., 2012). 
Os sistemas não tradicionais baseados em LI foram amplamente 
estudados na literatura devido a maior variedade de possibilidades 
de formação de estruturas diferentes decorrentes da combinação de 
cátions e ânions (1012 possibilidades) associadas a possibilidade de 
ajustes de suas propriedades como polaridade e hidrofobicidade, as 
necessidades do sistema, o que confere a este solvente a denominação 
e designer solventes. Já os DES estão na classe de solventes emergentes 
relacionados aos líquidos iônicos, que foram primeiramente observados 
por Abbott et al (2003) ao misturar cloreto de colina sólido (ponto de 
fusão, Tf ≈ 302 °C) com ureia cristalina (Tf ≈ 133 ° C) na proporção 1:2, 
observando uma depressão profunda do ponto de fusão (12 oC).

 A produção mundial de artigos científicos recuperados na base 
de dados Scopus usando o descritor em inglês “Aqueous two-phase 
system” entre 2000-2022 foi de 53.867 artigos dos quais 39.968 foram 
publicados no intervalo de 2010 à 2022. Deste total, 28,6% referenciam a 
utilização de líquidos iônicos (2010 a 2022), passando para 31,4% entre 
2010 a 2022 e praticamente constante nos últimos anos 32,4% (2015 a 
2022). Portanto, observa-se a importância deste solvente na publicação 
mundial de artigos sobre sistemas aquosos bifásicos. 
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7.1.2 Sistemas Aquosos Bifásicos Micelares

Os Sistemas aquosos bifásicos micelares (SABM), possuem um 
grande potencial na separação de biocompostos. Os SABM são formados 
quando combinamos surfactantes e água/sais; isso ocorre quando os 
surfactantes são adicionados em determinadas concentrações (acima da 
concentração micelar crítica- CMC) e submetidos a temperatura. Dessa 
forma, obtém-se duas fases líquidas macroscopicamente, na qual uma 
fase rica em surfactante irá estar em equilíbrio com outra fase líquida 
pobre em surfactante (Figura 7.5) (Vicente et al., 2017).

Figura 7.5. Representação esquemática da formação de um SABM.

Assim, esse processo ocorre acima de uma temperatura que 
denominamos como cloud point. As temperaturas de cloud point 
formam a curva de coexistência (Figura 7.6) que correspondem o limite 
entre a região monofásica e bifásica do sistema (Vicente et al., 2017).
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Figura 7.6. Representação gráfica da curva de coexistência para um 
SABM. Acima da curva de coexistência exibe duas fases macroscópicas 
e abaixo apenas uma única fase.

Tais sistemas possuem algumas particularidades, uma delas é 
que necessitam apenas de um surfactante e água para serem formados, 
tornando o processo mais verde e mais biocompatível do que os processos 
de extração líquido-líquido, baseados em solventes orgânicos. Além 
disso, possuem baixo custo, alto fator de recuperação, preservação das 
propriedades biológicas da molécula alvo, e também possuem capacidade 
de manipular o sistema, visto que possuem uma diferença significativa de 
polaridade entre as fases (Torres et al., 2017; Cordisco et al., 2016).

7.1.3 Sistemas Bifásicos

Industrialmente, a aplicação dos SAB não é efetiva devido aos 
custos associados com os constituintes das fases, bem como o manuseio, 
descarte e pós-uso desses componentes (Rosa et al., 2011). Alguns 
artigos vêm trabalhando com a possibilidade de reciclar os líquidos 
iônicos das fases por aplicação do conhecimento de suas propriedades 
como a solubilidade e hidrofobicidade. Essa necessidade de reciclo 
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também é sustentada pelas questões ambientais e não acumular este 
constituinte em correntes de efluentes. Freire et al (2012) utiliza solução 
aquosa de carbonato de sódio para recuperar e reciclar o líquido iônico. 
Enquanto Jiang et al. (2007) utilizam um segundo líquido iônico para 
fazer a separação das fases remover a penicilina e recupera o líquido 
iônico. Contudo, esses processos são mais complexos, necessitando 
ainda de maior volume de estudos.

 Para suplantar essa desvantagem, alguns autores propuseram 
sistemas formados por solventes orgânicos (álcoois – 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), polióis (Cardoso et al., 2014; Souza et 
al., 2016), polímeros (Cardoso et al., 2015) e líquidos iônicos (Souza 
et al., 2015; Santos et al., 2016; Souza et al., 2018; Plácido et al., 2018; 
Câmelo et al., 2020). Contudo, a premissa de se ter 50% de água em 
cada fase coexistente não é observada para todos os pontos de mistura, 
como apresentado na Tabela 7.1 de composição para sistema formados 
por etanol + sais de fosfato + água à 25oC e pressão atmosférica. Neste 
exemplo apenas o sistema etanol (29,92 %, m/m) + K3PO4 (14,95 %, 
m/m) + H2O (55,13 %, m/m) e etanol (24,84 %, m/m) + K3PO4 (14,87 %, 
m/m) + H2O (60,29 %, m/m) podem ser denominados de aquosos, nos 
demais a premissa não é cumprida, portanto podemos denomina-los 
apenas de sistemas bifásicos.
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Tabela 7.2. Composição de fases para sistemas etanol + sais de fosfato + 
água à 25oC e pressão atmosférica.

Tampão: KH2PO4/K2HPO4. Fonte: Reis et al., 2012

7.1.4 Sistemas Etanólicos Bifásicos

Os SABs têm como característica a elevada hidrofilicidade, portanto 
aplicados nas separações de moléculas com afinidade para água. As 
moléculas alvo com característica hidrofóbica podem ser aplicadas nos 
SAB em pequenas quantidades para evitar sua precipitação na interface 
do sistema. Algumas alternativas puderam ser empregadas ao longo dos 
aos como a adição de sais como NaCl ao sistema, permitindo o aumento 
da diferença de hidrofobicidade entres as fases (Lee e Sandler, 1990).

 Outro caminho é a funcionalização do polímero como o PEG 
proposta por Jiang et al. (2009), apresentada na Figura 7.7. Neste 
caso, o polímero pode ter suas características aumentada (PEG-Ácido 
Carboxílico – PE-C), ou adquirir características hidrofóbicas (PEG- 
imidazólio – PEG-I). Nos SABs formado por Polímero ou LI + Na2PO4, 
o sal atua como o agente salting-out. Portanto, o sistema que tem área 
bifásica maior é formado pelo constituinte mais hidrofóbico. Percebe-se 
que, em comparação com o sistema utilizando PEG, a funcionalização 
PEG-C tem área bifásica menor enquanto a um deslocamento da curva 
binodal em direção à origem quando utiliza-se a funcionalização PEG-I.
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Figura 7.7. Funcionalização da estrutura do polietilenoglicol e sua 
correspondente influência na formação de sistemas bifásicos. 

Fonte: Jiang et al., 2009

Recentemente, o grupo de Lima e colaboradores (Buarque 
et al., 2021) substituiu integralmente a água do sistema por etanol, 
criando um sistema isento de água e nomeado por sistema etanólico 
bifásico (SEB). O SEB consiste em duas fases etanolicas imiscíveis 
formadas pela dissolução de dois componentes em etanol e acima de 
concentrações específicas sofre desmistificação líquido-líquido. Assim, 
os SEBs aparecem como alternativas sustentáveis e biocompatíveis para 
processos de extração líquido-líquido mais convencionais, bem como 
viabilidade de expansão e capacidade de integração de processos. Este 
sistema pode ser usado como uma técnica para a separação, purificação 
e recuperação de diferentes biomoléculas hidrofóbicas. Buarque et al. 
(2021) relataram sistemas formados por PPG + etilenoglicóis + etanol 
e PPG + LI + etanol à 25oC e pressão atmosférica. A constituição destes 
sistemas é a grande limitação pois os constituintes mais utilizados no 
SAB não são ou são pouco solúveis em etanol. A representação pode 
ser realizada em sistemas triangulares ou cartesianos, e as definições 
aplicadas para SAB podem também aqui ser utilizadas. Os sistemas 
propostos foram capazes de particionar seletivamente biomoléculas 
de características antagônicas como a bixina (modelo hidrofóbico) e o 
ácido ascórbico (modelo hidrofílico). A bixina migrou em sua totalidade 
para a fase de topo, enquanto que o ácido ascórbico foi quantificado em 
maior concentração na fase de fundo.
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7.2 PARTIÇÃO E PURIFICAÇÃO DE BIOATIVOS

A utilização de moléculas bioativas tem demandado grandes esforços 
para a sua extração e subsequente purificação. Vários procedimentos têm 
sido empregados como a precipitação (Villanueva-Bermejo et al., 2017), 
cromatografia (Vichapong et al., 2010) e os sistemas bifásicos (Oliveira 
et al., 2018). É preciso estar em mente que a escolha de um processo de 
purificação deve levar em conta a manutenção da atividade biológica do 
bioativo. Vale ressaltar que o grau de purificação desejado está associado à 
aplicação do produto. O impacto do custo total no processo de produção 
depende expressivamente do tipo de produto que se quer obter e da 
concentração de produto obtida ao final do processo. Para uso técnico e 
industrial, as disponíveis no mercado são preparações pouco purificadas, 
mas para uso farmacêutico e analítico é necessário obter preparações 
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 purificação é que além de obtenção 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 possível. Assim, a realização 
de estudos visando o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas para 
extração e purificação de biocompostos tem se intensificado com o intuito 
de atender à crescente demanda do setor industrial (Soares et al., 2015).

Alguns parâmetros são utilizados para avaliar a partição e a 
purificação de biomoléculas. Dentre eles destacam-se o coeficiente de 
partição (K) que é determinado através da razão entre a concentração 
de cada biomolécula nas fases de topo e fundo dos sistemas, conforme 
descrito na equação 7.7. A eficiência da extração (EE%) que é definida 
como a fração entre a concentração da biomolécula na fase no qual é 
preferencialmente particionada (topo ou fundo) pela mistura total, 
equação 7.8 e 7.9. A seletividade (S) que é definida como a razão entre 
o coeficiente de partição (K) de duas biomoléculas (equação 7.10) e o 
fator de purificação no qual é definido pela razão entre a concentração 
da biomolécula na fase para qual é particionada pela concentração 
especifica presente no extrato bruto (equação 7.11 e 7.12).
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                  (7.7)

                (7.8)

                (7.9)

                  (7.10)

                  (7.11)

                  (7.12)

onde: CT e CF é a concentração no topo e no fundo, respectivamente. 
VT e VF é o volume no topo e no fundo, respectivamente. CE é 
a concentração específica, CBiomol representa a concentração da 
biomolécula, CContam é a concentração de contaminantes presentes no 
extrato e os subscritos T e E são indicativos do topo e extrato bruto 
preveniente da biomassa, respectivamente.

Uma vez que se conhecem esses parâmetros, alguns exemplos de 
aplicações de particionamento e purificação de diferentes biomoléculas 
com potencial para aplicação na indústria farmacêutica vai ser apresentado. 
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7.2.1 Partição e Purificação de Compostos Fenólicos

Os compostos fenólicos constituem um dos grupos de substâncias 
mais numerosos e amplamente distribuídos no reino vegetal, com 
mais de 10.000 estruturas quimicamente heterogêneas (Alu’datt et al., 
2017). Os fenólicos são um grupo de compostos bastante presentes 
no dia, a dia, já que muito do sabor, odor e coloração de diversos 
vegetais são gerados por estes, podendo também ser divididos em dois 
grandes grupos: os flavonoides e não flavonoides (Paz et al., 2015). Os 
flavonoides são formados por dois anéis aromáticos unidos por um 
heterociclo oxigenado. Encontram-se geralmente ligados a açúcares, 
formando glicosídeos (Alberti et al., 2017). Os ácidos fenólicos (não 
flavonoides) caracterizam-se pela presença de um anel benzênico, um 
grupamento carboxílico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/
ou metoxila na molécula (Giada, 2013). Pesquisas têm demonstrado 
que os compostos fenólicos apresentam grande interesse nutricional 
por contribuir com propriedades anticancerígenas, antioxidante, 
hipoglicêmico, efeitos cardioprotetores e vasodilatadores, hipolipídico 
e anti-inflamatório, já que estão relacionados com a capacidade 
antioxidativa (Belmiro et al., 2017).

Alguns estudos demonstraram que SAB, formados com diferentes 
composições, têm sido aplicados à extração e purificação de um grande 
número de compostos fenólicos, incluindo vanilina, ácido ascórbico, 
rutina, ácido gálico e antocianinas. Três fenômenos distintos são 
capazes de interferir nos resultados de partição desses bioativos como, 
solubilidade das mesmas em cada uma das fases, o efeito salting-out e o 
efeito do pH (Reis et al., 2012; Reis et al., 2014; Reis et al., 2015). Diversos 
trabalhos tem sido publicados na literatura para extração e purificação 
de fenólicos, por exemplo, Reis et al. (2014) extraíram rutina a partir de 
resíduos de acerola por SAB utilizando um sistema composto por álcool 
e sais. O maior coeficiente de partição (51,47) e eficiência de extração 
(98,64%) foram obtidos em SAB composto por 1-propanol + K2HPO4/
KH2PO4. Tan et al. (2014) separaram e purificaram ácido clorogênico 
(CGA), a partir da folha de rami (Boehmeria nivea), utilizando SAB 
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composto por etanol e NaH2PO4. Os resultados mostraram que o 
CGA migrou, preferencialmente, para a fase rica em álcool com um 
rendimento de 95,76% à 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 formação de SAB composto de polióis (glicerol, eritritol, xilitol, 
sorbitol e maltitol) e polivinilálcool – 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 recuperação acima de 89% 
para SAB formado por polióis e de 79% para sistemas formado por 
PVA (Cardoso et al. 2014 e Cardoso et al. 2015). 

Santos et al. (2016) na recuperação da capsaicina da Capsicum 
frutescences  aplicou um SAB composto por acetonitrila e líquidos iônicos 
baseados em sais de colina. No particionamento a capsaicina migrou 
para a fase de topo rica em acetonitrila, onde alcançaram uma eficiência 
de extração e um fator de purificação 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, ácido gálico e quercetina. Os 
autores observaram que o ácido gálico e a quercetina migraram para 
a fase rica em PVP, a cianidina migrou para a fase rica em acetonitrila 
(96% de eficiência de extração). Wang et al. (2016) estudaram um SAB 
composto por líquidos iônicos à base de colina e K3PO4 para extrair e 
purificar flavonoides. As condições ótimas do sistema resultaram num 
rendimento de 1,33% e uma purificação 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 níveis 
de pureza obtidos em escala laboratoriais. Para este fim, a cromatografia 
de partição centrífuga (CPC) pode melhorar a resolução das separações 
e SAB em processos escaláveis para grandes taxas de fluxo. CPC é capaz 
de melhorar o desempenho da purificação em fluxo contínuo, além de 
permitir a separação de moléculas estruturalmente semelhantes em um 
regime contínuo. Esta tecnologia cromatográfica a jusante opera com 
fases líquidas estacionárias e móveis, no qual corresponde às duas fases 
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do SAB. A fase estacionária é imobilizada por uma forte força centrífuga 
enquanto a fase móvel é bombeada através da fase estacionária, permitindo 
um processo de separação em vários estágios pela partição contínua 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 separação de 
diferentes compostos fenólicos (ácidos caféico, ferúlico e protocatecúico; 
vanilina e siringaldeído), utilizando SAB baseados em polímero. Por fim, 
a recuperação dos compostos fenólicos 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 líquidos iônicos para 
extrair e purificar antocianinas a partir do bagaço de uva. Os autores 
observaram que através de SAB foi encontrado uma purificação de 
23,9 para esta biomolécula. Contudo, ao se usar o CPC a purificação 
de antocianinas aumentou para 44,9. Esses resultados sugerem o uso 
potencial de CPC para purificar de biomoléculas.

Os sistemas aquosos bifásicos micelares (SABM) também 
vem sendo amplamente aplicados para obtenção de compostos 
antioxidantes. Alguns trabalhos tem sido relatados na literatura para 
extração e purificação de compostos fenólicos a partir destes sistemas, 
por exemplo Lee et al. (2019), realizou extração de compostos fenólicos 
totais a partir das folhas de mamão, 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 
fenólicos migraram preferencialmente para fase rica em surfactante.

Padilha et al. (2018), desenvolveu um estudo para observar o 
potencial de separação de polifenóis (ácido gálico, quercetina, catequina, 
ácido vanílico, ácido siríngico e vanilina) em resíduos industriais de 
camu-camu baseado na extração no ponto de nuvem. Nesse sistema, 
foi aplicado um surfactante não iônico (Triton X- 114) e sal cloreto de 
sódio, esse sistema permitiu concentrar os polifenóis na fase rica em 
surfactante, obtendo uma eficiência de extração máxima de 95,71%. 
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Desse modo, os autores concluíram que a técnica é eficiente para 
extração de resíduos agroindustriais por ser simples, de baixo custo e ter 
uma eficiência de extração elevada. Leite et al. (2018), aplicou o SABM 
para extrair a clorofila das folhas de espinafre utilizando o surfactante 
não iônico. Os autores utilizaram planejamento experimental para obter 
a melhor condição de extração, alcançando a um rendimento máximo 
de 0,94 mg/g. Após a etapa da extração, o extrato livre foi submetido a 
temperatura que promoveu a separação das fases. Posteriormente foi 
verificado, que a clorofila migrou para fase rica em surfactante e obteve 
uma recuperação de 97%. Logo, os autores confirmaram o potencial 
dessa técnica para extração de biocompostos hidrofóbicos com aplicação 
na área de cosmética e nutracêuticas. 

Gomes et al. (2020), desenvolveu um processo integrativo para 
obtenção de dois compostos antioxidantes (clorofila, compostos 
fenólicos totais e ácido rosmarínico) a partir da folha de alecrim. Nesse 
estudo foi aplicado técnica de extração com agitação e purificação 
utilizando SABM (Sistema aquoso bifásico micelar) e SAB (Sistema 
aquoso bifásico). A purificação da clorofila foi obtida através do SABM 
baseado em tampão fosfato e Triton X-100, os resultados mostraram 
uma concentração máxima da biomolécula de 3,7 vezes na fase rica 
em surfactante. Já o ácido rosmarínico foi purificado utilizando o 
SAB baseado em solvente orgânico e K3PO4, para todos os sistemas 
estudados a biomolécula migrou totalmente para fase que contém 
solvente. O maior fator de purificação foi encontrado usando o sistema 
com base em acetonitrila (50% em peso) + K3PO4 (20% em peso).

7.2.2 Partição e Concentração de Hormônios Femininos

Os hormônios podem ser naturais (estrogênios, andrógenos e 
progesterona) ou sintéticos. Os hormônios naturais são substâncias 
biologicamente ativas sintetizadas pelo colesterol e excretadas por seres 
humanos e animais (Guedes-Alonso et al., 2014). Hormônios sintéticos, 
encontrados em fármacos, são esteroides que tiveram suas estruturas 
moleculares alteradas (Quinete et al., 2015). A intensa utilização 
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de hormônios deve-se ao consumo global de estrogênios que nos 
últimos 50 anos aumentou exponencialmente devido ao seu uso como 
contraceptivos, terapias da menopausa, tratamento para alguns cânceres 
humanos e promotores de crescimento veterinário (Silva et al., 2012). 
Os estrogênios são atualmente considerados os medicamentos mais 
prescritos no mundo (Guedes-Alonso et al., 2014). Na espécie humana, 
os hormônios podem causar alteração do sistema hormonal, presença 
de câncer nos testículos, próstata e câncer de mama (Kabir et al., 2015).

Várias técnicas analíticas foram utilizadas para a determinação 
de hormônios sendo baseadas em cromatografia gasosa-espectroscopia 
de massa (Caban et al., 2015), cromatografia líquida de alta eficiência 
acoplada a massa (LC-MS / MS) (Guedes-Alonso et al., 2014). Vale 
ressaltar que o baixo teor desses micropoluentes torna inviável sua 
identificação e quantificação, o que constitui uma grande desvantagem 
na avaliação de sua persistência e seu impacto ambiental. Portanto, 
requerem uma metodologia de concentração, que normalmente 
utiliza-se a extração em fase sólida (Quinete et al., 2015). Assim, uma 
alternativa à extração e concentração com vantagens significativas sobre 
os métodos convencionais é o uso de sistemas aquosos bifásicos (SAB) 
(Passos et al., 2012).

O alto desempenho do SAB como plataforma de extração e 
concentração é apoiado por estudos já publicados na literatura. Por 
exemplo, Passos et al. (2012) estudaram a capacidade de vários líquidos 
iônicos hidrofílicos combinados com o K3PO4 como constituintes do 
SAB para extração e concentração de Bisfenol A (BPA). Eficiências de 
extração de 100% (para a fase rica em LI) e fator de concentração de 
100 vezes foram obtidas para o BPA a partir de urina humana. Estes 
resultados reflete a baixa afinidade do BPA pela água e pela preferência 
do particionamento para fases mais hidrofóbicas. Entretanto, as altas 
eficiências de extração obtidas também são um resultado direto da forte 
capacidade de salga do K3PO4, o que leva à "exclusão" do BPA da fase 
rica em sal inorgânico para a fase rica em líquido iônico. 

Dinis et al. (2015) verificaram o uso de SAB compostos por 
LIs e um sal orgânico biodegradável como estratégia de extração e 
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concentração para 17α-etinilestradiol (EE2) para posterior identificação 
e quantificação em águas residuais. Eficiências de extração de 100% e 
um fato de concentração de 1000 vezes foram obtidas para a fase rica 
em LI em sistemas formados por [C4mim][N(CN)2] + KNaC4H4O6, 
o que confirma a hidrofobicidade desse composto (logKow = 4,15). A 
metodologia proposta permite aumentar a concentração de EE2 em 
três ordens de grandeza (de ng/L a µg/L) e, assim, superar os limites de 
detecção de equipamentos analíticos convencionais comumente usados 
na análise e monitoramento de águas residuais.

Díaz-Quiroz et al. (2020a) avaliaram a extração e concentração de 
17β-estradiol (E2) a partir de amostras de soro suíno por diferentes SAB 
formados por líquidos iônicos e sal de citrato. O E2 migra aproximadamente 
90% para a fase rica em LI no sistema composto por alanoato de colina 
([Ch][Ala]) + citrato de sódio com um fator de concentração de 6,6 foi 
obtido para as amostras. Estes resultados sugerem que a interação com 
o líquido iônico é considerada de maior importância devido à maior 
afinidade do E2 (log Kow = 4,01) para fases mais hidrofóbicas. Em outro 
estudo publicado por Díaz-Quiroz et al. (2020b) os autores demostraram 
a capacidade de extrair E2 em SAB baseado em LI (alaninato de colina 
- N1112OHAla) + surfactante (Triton X-100). Neste estudo o E2 migra 
preferencialmente para a fase rica em surfactante, com uma eficiência 
de extração próxima também de 90%, provavelmente devido à interação 
com as porções hidrofóbicas alifáticas do Triton X-100. De acordo com 
o pH (> 11) e pKa, provavelmente o E2 está na sua forma aniônica, e 
assim, complexação de íons desempenhariam um papel fundamental, 
juntamente com a ligação de hidrogênio, a interação de hidrofobicidade e 
a ligação por afinidade.

7.2.3 Partição e Concentração de Antibióticos e Antidepressivos

Antibióticos são substâncias 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 antibióticos (amoxicilina, cefalexina, ciprofloxacina, 
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neomicina, azitromicina, doxiciclina, metronidazol, dentre diversos 
outros) têm sido amplamente utilizados e são indispensáveis para 
procedimentos médicos como cirurgia, transplante de órgãos e para 
prevenir e tratar uma infinidade de doenças infecciosas, em humanos 
e animais (Shin et al., 2020, Singh et al., 2020). Os antidepressivos 
são medicamentos amplamente utilizados no tratamento de doenças 
psiquiátricas ou pisicológicas como, depressão, distúrbios compulsivos, 
transtorno do pânico, ansiedade e fobia social (Schultz et al., 2008). 
Os antidepressivos inibidores seletivos da recaptação 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 tricíclico, 
possui esse nome devido a presença de três anéis de carbono (Khan et 
al., 2016, Rub et al., 2020).

As técnicas utilizadas para garantir a detecção e extração de 
contaminantes em baixas concentrações em águas possuem custo 
elevado, tanto pela tecnologia aplicada aos equipamentos e operação 
dos mesmos, quanto pela preparação de amostras. Todas as técnicas 
necessitam de amostras pré-concentradas para obtenção de bons 
resultados. Essas técnicas estão fundamentadas em cromatografia 
gasosa-espectroscopia de massa (GC-MS) (Caban et al., 2015), 
cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) (Verbinnen et al., 
2010), cromatografia líquida 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 extração, separação e recuperação de 
compostos em soluções aquosas.

O sistema etanol e 2-propanol (NH4)2SO4, a recuperação e a 
eficiência de extração para o antibiótico tetraciclina, podem atingir 
30,03% e 87,70%, respectivamente em pH 1,52 e 0,50 g/mL (NH4)2SO4. 
A partição das moléculas alvo para a fase superior foi influenciada pelo 
tipo de álcool, pela concentração de sal (efeito salting-out), pelo pH e 
pela temperatura do sistema (Wang et al., 2010).



254

Aplicação de sistemas bifásicos no particionamento e purificação de bioativos farmacêuticos#7

O sistema formado por líquido iônico (N1112OHAla) e triton-100, 
demonstraram capacidade para extrair os seguintes antibióticos: 
oxitetracilina, clortetraciclina, ciprofloxacina e enrofloxacina. A extração 
das moléculas foi dependente da concentração de sal (efeito salting-out), 
e a adição de um surfactante catiônico com adjuvante permitiu melhorar 
os valores de extração a níveis superiores a 90% (Díaz-Quiroz et al., 
2020b). Nos sistemas formados por líquidos iônicos ([N4444]Br; [N4444]
Cl; [P4444]Br; [P4441][MeSO4] e [P(4444)1][Tos]) e sais (K3PO4; KH2PO4 e 
K2HPO4)  para extrair o antidepressivo cloridrato de amitripitilina (AMI), 
concluiu-se que a partição ocorre para a fase superior (rica em líquidos 
iônicos) (log K > 0) com eficiências de extração muito altas, variando de 
66 a 100%. O processo também demonstrou ser eficiente em relação à 
recuperação do antidepressivo, para as etapas de extração (92% < EE < 
100%) e isolamento (95% < EE < 98,73%) (Zawadzki et al., 2016).

7.3 CONCLUSÕES

Os sistemas aqui apresentados nas suas diferentes formas de 
apresentação: aquoso, aquoso micelar, bifásico e etanólico têm-se 
mostrado versáteis no tocante aos constituintes e versáteis em relação 
as suas aplicações. Neste capítulo realizou-se um pequeno recorte 
de aplicações dos sistemas bifásicos para separação, concentração e 
purificações de biomoléculas com potencial aplicação na indústria 
farmacêutica. Esses sistemas são em sua maioria biocompatíveis 
com as biomoléculas e possibilitam pouca ou nenhuma perda de 
atividade biológica. Acrescenta-se aos sistemas a sua facilidade 
de ampliação de escala e possibilidade de transitar por sistemas 
hidrofóbicos e hidrofílicos a depender da escolha dos constituintes. 
Portanto, o levantamento de dados de equilíbrio e experimentos de 
particionamento, concentração e purificação são úteis nas tomadas de 
decisão e escolha dos sistemas desejados.
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