PRODUCAO DE CLORIDRATO DE DEMECLOCICLINA

OBJECTIVO: Aplicacdo do programa SuperPro Designer na simulagdo de um projecto para
a producédo de 50 ton/ano de cloridrato de demeclociclina, com um valor comercial estimado
de US$ 110/kg, e respondendo as seguintes questdes:
(1) Divida o diagrama em 3 secc¢oes.
(i) Construa o “flow-sheet” com base na descri¢cdo do processo abaixo.
(iii)  Efectue o balanco de massa com base na composi¢do dos nutrientes em termos
de macrocomponentes e equivaléncia de massa em anexo. Verifique os caudais
a saida de cada seccao.
(iv)  Construa os diagramas de Gantl e os graficos de equipamentos.
(v) Efectue os varios relatorios e exporte para Excel
(vi)  Efectue os calculos economicos. Considere para isso os parametros definidos
pelo programa para todos os equipamentos. Analise os resultados para o ano de
2006, supondo que durante os 12 meses de 2005 se efectua a construcdo e que
a vida do projecto é de 10 anos.

Cloridrato de demeclociclina

A demeclociclina (DCC), também designada por desmetilclorotetraciclina, € um
antibidtico da familia das tetraciclinas e, como tal, com accéo de largo espectro microbiano. A
DCC é usada, basicamente, como matéria-prima para a producdo de um antibidtico de semi-
sintese — o cloridrato de minociclina — embora possa ser também usado como antibidtico
terapéutico. A producdo industrial de cloridrato de demeclociclina (DCC-HCI) faz-se por um
processo de biosintese e compreende 3 estagios: fermentacao, extrac¢do e cristalizagéo.

A DCC é um metabolito secundario produzido por fermentacdo directa, isto &,
resultante da cultura aerébica submersa de estirpes mutantes de Streptomyces aureofaciens. A
formula quimica da DCC é C,1H21CIN,Og, que tem um peso molecular de 464,9 g/mol. O
cloridrato correspondente, DCC-HCI, tem férmula quimica C,;H,,CI,N,Og € peso molecular
501,3 g/mol.

A DCC, quando em solucdo aquosa, pode sofrer reacgdes reversiveis de epimerizacao,
dando origem a um produto menos activo. O grau de extensao desta reac¢do esta directamente
relacionado com o tempo de exposicao a elevados valores de pH e temperatura, e em presenca
de ides fosfato ou citrato.

A DCC-HCI é comercializada como um p6 amarelo, cristalino e inodoro, com teor
méaximo de 7,3% em produtos de epimerizacdo. Para além disso, o teor em humidade néo
pode exceder 4%, usada como matéria-prima para a produgdo de minociclina.

Processo de producao de cloridrato de demeclociclina

A producdo de DCC-HCI inclui 3 fases principais:

1. Fermentacdo: O microrganismo é cultivado em fermentadores aerdbios onde se
produz e excreta uma elevada quantidade de DCC para o meio de cultura.



2. Extraccéo: A DCC é extraida do meio de cultura para uma fase organica. Esta fase é
precedida de remocdo de solidos suspensos (micelio) do caldo de fermentacéo, tal e
qual, por filtracédo.

3. Cristalizacdo: A DCC é cristalizada na forma de DCC-HCI, por transferéncia da fase
organica para uma nova fase aquosa, com HCI. Esta fase engloba também, o processo
de lavagem e secagem do produto obtido.

Pré-fermentacdo

O processo de fermentacdo comeca pelo desenvolvimento de uma pré-fermentacédo
“seed”, a partir da estirpe liofilizada cultivada em varios estagios laboratoriais e utilizada, por
fim na inoculacéo da pré-fermentacéo.

O meio de cultura usado na pré-fermentacdo baseia-se na composi¢do apresentada na
tabela 1, esterilizado a 122°C durante 30 minutos. O valor de pH resultante ndo sofre
correcgdo posterior. A pré-fermentacdo decorre num fermentador com taxa de ocupagdo de
75% a 30°C (4gua de arrefecimento a 5°C) durante cerca de 42 h, tempo suficiente s6 para a
producdo de micélio, com pressdo de clpula de 0,6 kg/cm? (relativa) e caudal de ar de 0,7
vvm. O ar é fornecido ao pré-fermentador estéril e a pressdo de 3 atm (abs). O meio de cultura
final tem densidade 1,04kg/m® e concentracdo em micélio de 20 g/ cm® (base seca).

Tabela 1: Constituintes e composi¢ao do meio usado na pre-fermentacéo

Constituintes Concentracéo (g/l)
Licor de macera¢do do milho (CSL) 40
Dextrina 30
CaCOs 10
Pharmamédia 5
(NH,4),SO4 2
Banha de porco 6
Oleo de soja 2
Silicone 0,04

A preparacdo do meio de cultura para a pré-fermentacdo consiste na carga de agua,
nutrientes e sua dissolucdo por agitacdo a temperatura ambiente durante tanque agitado. Apos
transferéncia do meio para o fermentador, o tanque é limpo (clean-in-place) com agua a 25°C
durante 30 min. A esterilizagdo, ndo podendo ser simulada no fermentador, é simulada num
esterilizador continuo, a 122°C, durante 30 min, sendo depois arrefecido até 30°C e
encaminhado para o pré-fermentador.

O pré-fermentador é entdo inoculado, durante 5 min com 5 litros de in6culo contendo
100g de biomassa. Ar (25°C e 3 atm) é fornecido por um compressor, sendo previamente
esterilizado por um filtro.

O balango a pré-fermentacdo baseia-se numa reaccdo entre 0s macrocomponentes,
sendo consumidos, respectivamente, 63,5% da glucose, 90,5% da proteina e 5,1% dos lipidos
inicialmente presentes. O CO, formado é eliminado com os gases de escape saturados, que
passam através de um filtro esterilizante antes de sairem para a atmosfera.

A entalpia de reaccdo ¢é -3750 kcal/kg O, a uma temperatura de referéncia de 30°C.
Depois da pré-fermentacdo e transferéncia do caldo para o fermentador, considera-se um
tempo de limpeza (CIP, clean-in-place) de 30 min com agua a 30°C.

Fermentacao



A fermentacdo comeca pela preparacdo do meio de fermentacdo num tanque a parte,
sendo que a composicdo do meio € a indicada na tabela 2. Efectua-se a carga de agua,
comeca-se a agitagédo, carregam-se os nutrientes, e promove-se a sua dissolucdo durante 10 h.
O tanque é limpo (CIP) durante 1h com agua a 25°C.

Tabela 2: Constituintes e composi¢do do meio usado na fermentacao

Constituintes Concentracao (g/l)
Amido de milho 60
Dextrina 25
Pharmamédia 22
Caseina 4,25
CaCO; 51
NH,CI 2
Farinha de soja 12,8
Levedura de cerveja 1
Oleo de soja 24
Banha de porco 11,2
CuSO4 0,05
NiSO, 0,05
PH inicial = 6,4

Tal como na pré-fermentagdo, a esterilizacdo do meio de fermentacdo € a 122°C
durante 30 min, sendo o meio depois transferido para o fermentador, onde é, em seguida
inoculado (~15 min) com o conteddo do pré-fermentador. O volume de indculo corresponde a
6% do volume final de caldo.

A fermentacdo ndo decorre a temperatura constante, mas admite-se uma temperatura
média de 27°C. O arejamento sera mantido a 0,7 vvm com uma pressao de clpula de 0,5
kg/cm? (rel.). O ar é fornecido ao pré-fermentador estéril e & pressdo de 3 atm (abs). A taxa de
ocupacdo do fermentador é de 75% e o tempo de fermentagdo € de 195h. O pH é controlado
por adicdo de NHs (solucdo a 25% m/m), num total de cerca de 11 litros/m* de caldo de
fermentac&o, que é utilizado como fonte de azoto.

Durante a fermentacdo ha também controlo do nivel de espuma através da adicdo de
uma mistura, em partes iguais, que se estima em cerca de 16 litros de 6 em 6 horas, entre as
95 e as 195 h de fermentacao, mas que se simula como adi¢do desde inicio.

No final da fermentacéo atinge-se uma producdo de antibiético (DCC) de 10 kg/m® de
caldo. A DCC apresenta-se entdo sob a forma de um complexo de célcio [(DCC ) Ca**, MW
967,9], insoltvel e assim diminui o seu efeito inibitorio sobre o microorganismo (conc. de
(DCC),Ca=10.4g/l). O meio de cultura tem entdo uma densidade de 1040 kg/m® e contém
45,6 gdcw/I de micélio.

O tempo necessario para as operacOes de lavagem, carga, esterilizacdo, fermentacéo e
descarga é estimado em cerca de 21 horas, 0 que perfaz um tempo total de ocupacdo do
fermentador de cerca de 216 h (9 dias).

O balango a pré-fermentacdo baseia-se numa reaccdo entre 0s macrocomponentes,
sendo consumidos, respectivamente, 63,5% da glucose, 100% da amonia e 50% dos lipidos
inicialmente presentes. O CO, formado é eliminado com os gases de escape saturados, que
passam através de um filtro esterilizante antes de sairem para a atmosfera.

A entalpia de reaccdo € -3750 kcal/kg O, a uma temperatura de referéncia de 30°C.
Depois da pré-fermentacdo e transferéncia do caldo para o fermentador, considera-se um



tempo de limpeza (CIP, clean-in-place) durante um tempo necessario para perfazer as 21 h de
preparacao do fermentador consideradas no célculo do n° de “batches”/ano.

Processo de filtracdo

O caldo descarregado é recebido num tanque com agitacdo onde é diluido com agua a
5°C (70% V/V CTQ a um caudal de 2000kg/min) para arrefecimento rapido a fim de evitar a
formagdo de epimeros. O caldo ¢ em seguida arrefecido até 15°C, se necessario por
intermédio da camisa do tanque. Adiciona-se entdo adjuvante de filtracdo (4% m/vol CTQ),
operacdo que dura 30 min, e acido oxalico desidratado correspondente a 40,5 kg/m® de CTQ.
Esta adicdo tem por objectivo descomplexar a DCC que se encontra complexada na forma
[(DCC ), Ca®*] fixando o Ca sob a forma de oxalato insolvel. A acidificacdo deve ser rapida
(~30 min) para evitar epimerizacdo. Apds descarga completa do conteddo do tanque atraveés
do filtro, o tanque é limpo (CIP 30 min com &gua a 25°C.

A filtracdo é levada a cabo num filtro rotativo de vacuo, com um fluxo tipico médio de
50 litro/m®.h. O tempo méaximo de filtracdo é de 16-18h. Os coeficientes de rejeicdo séo de
100% para biomassa, adjuvante, oxalato de Ca e e banha de porco, 30% para a DCC e 0%
para os restantes macrocomponentes, que se mantém na fase liquida.

Para aumentar o rendimento global da filtracdo, o micélio retido no 1° filtro é suspenso
em 4gua (na proporcdo de 1,7 m® de 4gua para 1 m® de CTQ), novamente acidificado com
4cido oxalico 4,5 kg/ m*® de CTQ) e filtrado noutro filtro rotativo de véacuo, com um fluxo
médio tipico de 60 50 litro/m®.h. Os coeficientes de rejeicdo desta filtragdo sdo iguais aos do
1° filtro.

O bolo de filtracdo, que contém micélio exausto, adjuvante de filtracdo e outros
insolUveis € enviado para a sec¢do de tratamento de efluentes. Os filtrados de ambos os filtros
rotativos s&o recolhidos num tanque (onde o teor em DCC ser cerca de 2,8 kg/m®) sendo o
conteudo resultante arrefecido de novo até 15°C.

Processo de extraccéo

O conteudo do tanque de recolha de filtrado é transferido para o tanque de extraccao.

A extraccdo inicia-se pela adi¢do de 2,12%o (m SAQ/v CTQ diluido) de Quartarmin T, 2,9%
(m/v CTQ diluido) de NaCl e 20% (v/v filtrado misturado) ou aproximadamente 38,6% (v/v
CTQ diluido) de Metil-isobutil-cetona (MIC). O pH desta solucdo é ajustado a 9,3 usando
amonia concentrada (25% m/m), isto € ~5,79% (m/v CTQ diluido). O Quartarmin T (um sal
de aménio quaternario) forma com DCC um complexo solivel em MIC, o que permite a
extraccdo do antibiotico para a fase organica. A separacdo das duas fases € facilitada pelo
efeito salting-out provocado pela adicdo de NaCl. A extraccdo decorre durante 30 min com
agitacdo, apds o que se procede a separacdo, em continuo, das duas fases, numa centrifuga de
discos. O rendimento da extraccdo é de 90%. A centrifugacdo decorre durante 18h com um
caudal préximo dos 4,8 m*/h. A limpeza CIP da centrifuga decorre durante 30 min utilizando-
se agua a 25°C.

A fase aquosa, que contém agua, DCC, componentes soltveis e e MIC (na propor¢éo
9,6% (v/v CTQ diluido) segue para a estacdo de tratamento de efluentes. A fase orgénica, rica
em DCC-SAQ e contendo ainda 6leo de soja ou lipidos ndo removidos na filtragéo, € tratada
durante 30 min, num tanque de recolha, com 20% (v/v MIC) de uma solucdo de NaCl a2 g/l a
fim de remover algumas impurezas insolGveis que ainda contaminam a fase organica. A



separacao das fases demora 1h, apos a qual descarregam durante 1h as duas fases, sendo que a
fase aquosa arrasta 2,5% (v/v) de MIC. O misturador-decantador é lavado (CIP).

A fase organica é recolhida num tanque que alimentard um filtro de placas horizontais
(dead-end filtration), adicionando-se, para isso, 0,5% (m/v) MIC de adjuvante de filtracdo.
Este é 100% retido no filtro, enquanto 6leo de soja e MIC sdo retidos cerca de 1,8%,
eliminando-se também, com esta operacdo, algumas impurezas ndo quantificadas que
tivessem precipitado na interface. A filtracdo decorre durante 3,5 h com um fluxo de filtracdo
tipico de 200 litros/m®.h, sendo, no final descarregados os sélidos do filtro e as placas lavadas
(total descarga + lavagem ~ 1h).

Processo de re-extraccao

O solvente rico, lavado e filtrado, em DCC-SAQ ¢é recebido num tanque de aco
esmaltado. A cristalizacdo do antibidtico ocorre ap6s adigdo de agua 6% (v/v) em relacdo ao
volume da fase organica e a precipitacdo inicia-se com a adicdo de 13 litros de HCI
concentrado por cada m® de fase organica. Esta suspensdo de cristais é agitada durante 3h. O
acido descomplexa o antibiotico do sal de amonio quaternario e transfere DCC para a fase
aquosa, formando uma solucdo aquosa sobre-saturada que contém um precipitado de DCC-
HCL.

O tempo estabelecido para a descarga da suspensdo é de 30 min, sendo 0s cristais
recolhidos num filtro-secador (filtro monoplaca, Nuttsche filtration) durante o tempo de
descarga do cristalizador. Os cristais sdo entdo lavados sucessivamente com 150 litros de MIC
e 100 litros de acetona por cada 100 kg de produto, ao longo do total de uma hora. Antes de
proceder a descarga do antibiotico, o produto é previamente seco com ar até ficar com uma
humidade total de cerca de 30% e uma densidade de 0,7 kg/ m®.Os cristais s&o rejeitados a
100% pelo filtro, acompanhados por 1,1% de adgua e 25% de acetona, com um rendimento de
99%. O efluente liquido é enviado para o parque de recuperacao de solventes.

Os cristais passam a um secador de tabuleiros onde sdo secos a 50°C até uma
humidade (agua) inferior a 2%. A operacdo demora 1h e tem um rendimento de 98%. A
acetona é totalmente evaporada.

Por fim os cristais sdo peneirados para terem um tamanho médio de 250 um num
peneiro vibratério e homogeneizados num misturador bicénico, antes de serem embalados.

O rendimento global do conjunto das operacdes de cristalizacdo, filtragdo, secagem,
peneiracdo, homogeneizacao e embalagem é de 90%.
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