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RESUMO 
 O tacrolimo, conhecido por FK-506, é uma lactona macrolídea amplamente 

utilizada nos protocolos terapêuticos imunossupressores, principalmente em transplantes de 

rins, fígado, coração, pulmão e de medula óssea. O fármaco é um imunossupressor da 

classe dos inibidores de calcineurina utilizado em terapias de imunossupressão como agente 

de primeira linha. No Brasil, onde se encontra o maior sistema público de transplantes de 

órgãos e tecidos do mundo, o tacrolimo integra a lista de medicamentos de alto custo do 

Sistema Único de Saúde (SUS) e é um dos principais responsáveis pelo alto valor da 

terapia. Este trabalho tem como objetivo desenvolver um processo robusto e inédito para a 

purificação do tacrolimo proveniente de qualquer meio fermentativo que o produza. O 

processamento consiste, em linhas gerais, na pré-purificação do caldo fermentado, com a 

sequência de purificação com técnicas cromatográficas e cristalização do produto final. 

Para avaliar o processo, três diferentes caldos fermentados produzidos pela Streptomyces 

tsukubaensis foram preparados variando a fonte de carbono e nitrogênio para testar o 

processo de pré-purificação e purificação. Na pré-purificação, o caldo fermentado contendo 

o fármaco foi extraído com diferentes solventes, concentrado por evaporação e tratado com 

a resina DIAION® HP-20. Após o pré-tratamento constatou-se a redução de mais de 97% 

dos açúcares redutores e proteínas totais, e 99% do volume do caldo foi reduzido. Enquanto 

a redução da massa do tacrolimo foi de apenas 23%. Na etapa de purificação utilizou-se 2 

sistemas cromatográficos, ambos com a fase móvel composta por acetonitrila e água. A 

primeira coluna empregou grupo amino (NH2) ligado à sílica e a segunda octadecilsilano 

(C18) para isolar o tacrolimo. As colunas cromatográficas foram operadas em série para 

purificar 82 mg de tacrolimo proveniente de 3L de caldo fermentado com 194 mg do 

fármaco. Por fim, a amostra purificada pelo sistema cromatográfico foi extraída com 

acetato de etila e o tacrolimo cristalizado por evaporação lenta. O produto final apresentou 

80 mg e pureza de 98%. A impureza do cristal é constituída pelos epímeros diol 

(tautômeros I) e C-10 (tautômero II) do próprio tacrolimo.  

 

Palavras-Chave: Tacrolimo diol, Tacrolimo C-10, Purificação, Cromatografia Líquida, 

Adsorção, Macrolídeo, DIAION® HP-20, C18, Octadecilsilano, Fase Amino, Luna® NH2, 

HILIC, Imunossupressor, FK-506, Streptomyces sp.  



 
 

 
 

ABSTRACT 
 Tacrolimus, known as FK-506, is a macrolide lactone widely used in 

immunosuppressive therapy, mainly in kidney, liver, heart, lung and bone marrow 

transplants. The drug is an immunosuppressant of the class of calcineurin inhibitors used in 

immunosuppressive therapies as a first-line agent. Brazil has the biggest public system of 

organ and tissue transplants in the world. The Unified Health System of Brazil provides 

free tacrolimus for population, but the drug is one of the main responsible for the high cost 

of the therapy to the country. This work aims to a robust and unprecedented process for the 

purification of tacrolimus from any fermentation medium it produces. The processing 

consists generally of pre-purification of the fermented broth, the purification sequence with 

chromatographic techniques and crystallization of the final product. The total process 

isolated the tacrolimus from three fermented broth obtained from different carbon/nitrogen 

source using Streptomyces tsukubaensis. In the step of pré-purification, extraction by 

different solvents, concentration by evaporation and adsorption by the DIAION® HP-20 

resin purified the fermented broth in pre-treatment. After pre-treatment, pre-purification 

reduced 97% of reducing sugars, 97% of total protein, and 99% of the broth volume. Only 

23% of tacrolimus mass was lost. Two chromatographic systems carried out the 

purification step. Acetonitrile and water composed the mobile phase to both 

chromatographic systems. The first column employed silica-bound (NH2) group and the 

second octadecylsilane (C18) to isolate tacrolimus. The two chromatographic systems 

operated in series to purify 82 mg of tacrolimus from 3L of fermented broth with 194 mg of 

tacrolimus. Finally, ethyl acetate extracted the tacrolimus from the purified sample and 

slow evaporation crystallized the drug. The final product presented 80 mg and purity of 

98%. The impurity of the crystal consists of the diol (tautomer I) and C-10 (tautomer II) 

epimers of tacrolimus itself. 

 

 

 

Keywords: Diol tacrolimus, C-10 tacrolimus, Purification, Liquid Chromatography, 

Adsorption, Macrolide, DIAION® HP-20, C18, Octadecylsilane, Amino Phase, Luna® NH2, 

HILIC, Immunosuppressant, FK-506, Streptomyces sp.  
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CAPÍTULO 1 
 

 INTRODUÇÃO 1.

1.1 DEFINIÇÃO DO PROBLEMA 

 A era moderna dos transplantes teve início no ano de 1950 com o transplante órgãos 

não regeneráveis e o desenvolvimento de novas técnicas de sutura dos vasos sanguíneos. 

Desde então se estabeleceu forte relação entre transplantes de órgãos e imunossupressão 

clínica. O primeiro imunossupressor utilizado foi a cortisona, mas sua gama de efeitos 

colaterais como, por exemplo, osteoporose, obesidade e perda de massa muscular limitou 

seu uso. Entre 1960 e 1986 utilizaram-se agentes antiproliferativos (azatioprina) e 

corticoides (prednisona) como base da terapia clínica. No entanto, tais drogas apresentavam 

respostas inadequadas de imunossupressão e alto índice de rejeição aguda (Abbud Filho e 

Ramalho, 1997; Garcia et al., 2004). 

 Em 1980 a introdução da ciclosporina no mercado americano, como base da terapia, 

representou um marco na evolução da imunossupressão, mesmo o fármaco apresentando 

possíveis efeitos colaterais como: nefrotoxicidade crônica, hipertensão arterial, síndrome 

urêmica hemolítica, hipercolesterolemia, severa hipertricose, hipertrofia gengival, 

hirsutismo e diabetes. A partir de 1990 novas drogas descobertas, como o tacrolimo e o 

sirolimo, foram incorporadas neste mercado. Inibidores de calcineurina, como a 

ciclosporina e o tacrolimo, passaram a ser usados como base do protocolo de terapia de 

imunossupressão clínica (Abbud Filho e Ramalho, 1997; Garcia et al., 2004).  

 O tacrolimo, cuja representação da estrutura molecular 3D encontra-se apresentada 

na Figura 1.1, foi o primeiro fármaco da nova classe de imunossupressores derivados de 

macrolídeo. A descoberta se deu pela reação de linfócitos misturados a um sistema de 

rastreio composto por moléculas isoladas do caldo obtido por fermentação a partir da 

Streptomyces tsukubaensis. A bactéria foi recolhida no solo na base do monte Tsukuba, 
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 Em junho de 2002 a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) aprovou a 

comercialização do tacrolimo no Brasil (BRASIL. Portaria SAS/MS 221 do Ministério da 

Saúde, 2002; CONITEC, 2015a). 

 O tacrolimo tornou-se significativo em terapias de imunossupressão e no tratamento 

de diversas doenças mediadas imunologicamente. Várias vantagens fundamentais tornaram 

o fármaco uma alternativa para muitos pacientes que utilizavam a ciclosporina, 

especialmente crianças e mulheres. Dentre os benefícios estão a falta de hiperplasia 

gengival, ausência de hipertricoses, menor incidência de hipertensão e hiperlipidemia. 

Além disso, o tacrolimo impulsionou uma nova era no tratamento de doenças de pele 

imunomediadas, visto sua eficiência em uso tópico (Amaya et al., 2009). 

 

1.2 MOTIVAÇÃO DO TRABALHO 

 O Brasil possui o maior programa público de transplantes de órgãos do mundo, e o 

segundo maior em número absoluto de transplantes renais e hepáticos. O Sistema Público 

de Saúde (SUS) é responsável por aproximadamente 95% dos transplantes e fornece 

assistência integral ao transplantado (Garcia e Pacheco, 2017a). O artigo 2º da Lei federal 

nº 9.434 de fevereiro de 1997 autoriza a realização do transplante de órgãos somente em 

estabelecimentos de saúde e médico-cirúrgicas de remoção e transplante permitidos pelo 

órgão de gestão nacional do SUS.  

 Apesar de o programa ser bem consolidado, a taxa de transplantes realizados no 

Brasil, embora crescente, tem sido limitada pelo número de doadores. Os principais 

problemas enfrentados são a recusa familiar e a não comunicação dos casos sobre morte 

encefálica (Guerra Júnior, 2010; Garcia e Pacheco, 2017a). 

 Em 2002, foram estabelecidos protocolos e diretrizes terapêuticas para o uso de 

medicamentos excepcionais e de alto custo pelo SUS. Destaca-se que de acordo com a 

Portaria GM n° 2.577 de 2006, o Programa de Medicamentos de Alto Custo (PMAC) do 

Ministério da Saúde fornece todo o tratamento farmacoterapêutico para pacientes com 

indicação de uso de medicamento de alto valor unitário ou para terapias crônicas de custo 

elevado (BRASIL, Portaria GM n° 2.577, 2006; Brandão et al., 2011).  

 O tacrolimo, um dos principais fármacos do PMAC, é utilizado em diferentes 

terapias de imunossupressão de primeira linha e em casos de resgate de enxertos. Em uma 
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pesquisa prévia realizada na cidade de Campinas-SP, local onde se situa o Hospital de 

Clinicas da Unicamp, que é um dos principais centros de transplantes do país (Lucilius e 

Roque, 2017), 100 cápsulas do fármaco com 1 mg cada apresentou o custo entre R$ 680,00 

e R$ 1234,00. O alto valor do medicamento está relacionado a uma série de fatores, entre as 

questões técnicas se destacam: a produção do fármaco não ser bem consolidada no país, 

baixa produção específica do tacrolimo na fermentação e processo de purificação 

complexo.  

 O laboratório nacional Libbs Farmacêutica e a Fiocruz, por meio do Instituto de 

Tecnologia em Fármacos (Farmanguinhos) da Fiocruz assinaram, em agosto de 2010, um 

contrato de transferência de tecnologia para a produção do medicamento. Estimou-se que 

tal acordo geraria uma economia de mais de R$ 240 milhões para os cofres públicos, além 

do fortalecimento do Complexo Econômico Industrial da Saúde no Brasil e das parcerias 

para o desenvolvimento produtivo (Fiocruz, 2010). 

 Em março de 2012 o primeiro lote do medicamento foi produzido, 6,6 milhões de 

cápsulas do tacrolimo de 1mg (Fiocruz, 2012). Em maio de 2017, foram iniciadas as 

adequações no Complexo Tecnológico de Medicamentos (CTM) com a previsão de que 

toda a obra de adequação da área fabril viesse a ser concluída em março do ano 2018. No 

entanto, a liberação da linha de fabricação do tacrolimo foi liberada em setembro de 2017 

(Matos, 2017).  

 A partir de setembro de 2017, vários veículos da imprensa nacional reportaram a 

falta do tacrolimo em 7 estados brasileiros, entre eles São Paulo, onde vivem 40% dos 

transplantados. Em resposta, o Ministério da Saúde alegou que, em novembro de 2017, 

realizou a compra de tacrolimo (1mg e 5mg) e micofenolato de sódio (180mg e 360mg), 

utilizados na terapia de imunossupressão. O Ministério reforçou que, além de garantir a 

assistência aos pacientes, a pasta conseguiu baixar o custo dos imunossupressores tacrolimo 

e micofenolato de sódio. No entanto, no caso do tacrolimo, houve uma decisão judicial 

encerrando a Parceria de Desenvolvimento Produtivo que produzia e fornecia o 

medicamento ao Ministério. Para garantir a sua oferta, foi feito um novo processo de 

compra (Maciel, 2017).  

 A demanda crescente de transplante de órgão sempre estimulou o mercado de 

drogas imunossupressoras, visto a necessidade contínua e vital do fármaco aos pacientes. O 
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principal meio de produção do tacrolimo é via fermentação através da Streptomyces sp. 

Devido à relevância clínica e comercial, vários grupos de pesquisa desenvolveram 

diferentes estratégias para aumentar a produção do fármaco (Singh e Behera 2009; Jung et 

al, 2009; Martinez-Castro et al. 2011; Chen et al., 2012, Kosec et al., 2012; Mishra e 

Verma, 2012; Xia et al., 2013; Martinez-Castro et al. 2013; Sun e Ye 2016 e Wang et al. 

2017, Moreira, 2018). 

 Do ponto de vista técnico econômico, o custo de obtenção do fármaco é alavancado 

pelo processo de purificação que, além dos desafios convencionais de bioprocesso para 

fármacos, ainda conta com limitações específicas. No processo de produção via 

Streptomyces sp., por exemplo, são coproduzidos outros macrolídeos com estrutura 

molecular muito semelhante ao tacrolimo como, por exemplo, a ascomicina e a 

meridamicina (Jung et al., 2011).  

 Outro ponto importante é a relação delicada do tacrolimo com a água, presente em 

todos os processos, principalmente ao final da purificação. Mesmo o tacrolimo sendo 

totalmente isolado de outros compostos, o fármaco deve ser cristalizado para garantir que 

não ocorra reação de epimerização promovida pela água. Caso contrário, o fármaco 

totalmente isolado pode ter a pureza reduzida pela formação dos epímeros diol e C10, 

denominados pela literatura de tautômeros I e II, respectivamente (Namiki et al., 1993; 

Namiki et al., 1995; Akashi et al., 1996; Ferraboschi et al., 2012; Peterka et al., 2015). 

 O primeiro trabalho divulgado sobre o processo de purificação foi de Kino et al. 

(1987a). Desde então, outros processos foram propostos (Okuhara et al., 1990; Nishihara et 

al., 2002; Higaki et al., 2003; Keri et al; 2005; Cvak et al., 2008; Cabri et al., 2008; Patil et 

al., 2009; Jung et al., 2011; Choi et al., 2013). Em todos os casos, são utilizadas diversas 

separações cromatográficas e cristalizações, aumentando o custo do processo, e, em alguns 

casos, diminuindo drasticamente o rendimento final. 

 

1.3 OBJETIVO 

 O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver um processo completo para a 

recuperação e purificação do tacrolimo proveniente de através de fermentação com 

Streptomyces tsukubaensis.  
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 No desenvolvimento da rota de purificação do fármaco foram estabelecidos os 

seguintes objetivos específicos: 

• Determinação do método de quantificação do tacrolimo por técnicas de 

cromatografia líquida. 

• Estudo preliminar da fermentação em incubadora agitada para determinar o 

tempo de fermentação, temperatura e agitação. 

• Obtenção de diferentes caldos fermentados em fermentador no volume de 1 

litro para o estudo de purificação. 

• Estudo preliminar do processo de purificação para se estabelecer as 

estratégias usadas na pré-purificação e purificação. 

• Selecionar os solventes para a extração do tacrolimo.  

• Escolher adsorventes utilizados na pré-purificação.  

• Determinar a sequência das operações cromatográficas para o processo de 

purificação através da escolha de fases estacionárias e os solventes mais 

adequados para a purificação com alta pureza do tacrolimo. 

• Determinar uma rota de cristalização do tacrolimo, na qual não ocorresse a 

reação de epimerização do tacrolimo em diol e C10 (tautômero I e II). 
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CAPÍTULO 2 

 

 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 2.

 No capítulo 2 são apresentadas informações relacionadas ao tacrolimo. Dentre os 

assuntos abordados destacam-se: o cenário de transplante e custos com saúde no Brasil, 

características físico-químicas, biológicas, produtivas e de purificação do tacrolimo, e a 

cromatografia líquida adsortiva, uma importante técnica para a purificação do fármaco. 

 

2.1 SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL 
 

2.1.1 Custos com saúde pública 

 No Brasil, a gestão federal da saúde é realizada por meio do Ministério da Saúde. 

Tradicionalmente, o órgão é responsável pela metade de todos os recursos gastos no país 

em saúde pública e a outra metade é subsidiada pelos estados e municípios. A 

responsabilidade do controle e do monitoramento dos transplantes de órgãos é do Sistema 

Nacional de Transplantes (SNT), criado pelo Decreto n° 2.268, de 30 de junho de 1997. 

Suas atribuições incluem a gestão política, promoção da doação, logística, credenciamento 

das equipes e hospitais para a realização de transplantes, definição do financiamento, e 

elaboração de portarias que regulamentam todo o processo. 

 A seguir são apresentados os gastos públicos em saúde no período de 2002 a 2016. 

Os dados foram obtidos no Sistema de Informações sobre Orçamentos Públicos em Saúde 

(SIOPS) do site do Ministério da Saúde no setor de gastos da união. Na Figura 2.1 nota-se a 

evolução dos gastos com suporte profilático e terapêuticos, que representou entre 10 e 12% 

dos gastos totais com saúde pública. Desta porcentagem, 89% foi gasto apenas em despesas 

com medicamentos, como mostrado na Figura 2.1b. 

 









31 
 

 
 

 A Figura 2.4b retrata os dados de 2016 no comparativo da demanda em relação aos 

transplantes concretizados (Garcia e Pacheco, 2014; Garcia e Pacheco, 2017a, Garcia e 

Pacheco, 2017b). 

 A Comissão Nacional de Incorporação de Tecnologias no SUS (CONITEC) foi 

criada pela lei nº 12.401 de 28 de abril de 2011 com objetivo de assessorar o Ministério da 

Saúde nas atribuições relativas à incorporação, exclusão ou alteração de tecnologias em 

saúde pelo SUS. De acordo com a CONITEC o tacrolimo é o fármaco mais recomendado 

para a terapia do tratamento de transplante renal e hepático, sendo a ciclosporina indicada 

quando há contraindicação do tacrolimo (BRASIL, Portaria SAS/MS nº 712, 2014; 

BRASIL, Portaria conjunta nº 5, 2017). 

 Com exceção do transplante de córnea, todos outros transplantes possuem como 

base um inibidor de calcineurina, como o tacrolimo e a ciclosporina. Na terapia de 

imunossupressão do transplante de córnea são utilizados outros métodos para induzir a 

apoptose dos linfócitos T como, por exemplo, o uso de pulsoterapia com metilprednisona 

(Costa et al., 2008). No entanto, há estudos que demostram que o colírio de tacrolimo 

associado à prednisolona tópica aumenta a sobrevida da córnea doada em pacientes de alto 

risco (Dhaliwal et al., 2008; Magalhães, 2013).  

 A calcineurina é uma proteína serina/treonina fosfatase dependente de cálcio e 

calmodulina. Tal proteína é responsável pela ativação das células T do sistema imunológico 

através do fator de transcrição nuclear. A calcineurina é o alvo de uma classe de 

medicamentos chamados inibidores da calcineurina, que inclui ciclosporina, voclosporina, 

pimecrolimo e tacrolimo (Liu et al., 2005; Paier, 2014). 

 A CONITEC encomendou diversos relatórios com relação aos custos e efetividade 

do tacrolimo em relação à ciclosporina nas terapias de imunossupressão posterior a 2008. 

Foi demostrado que, em todos os casos, houve evidências de que a efetividade do tacrolimo 

é similar à ciclosporina. Além disso, o fármaco se mostrou sempre como alternativa para o 

tratamento (CONITEC, 2015a; CONITEC, 2015b; CONITEC, 2016a; CONITEC, 2016b; 

CONITEC, 2016c). 

 Em relação ao custo da terapia para o SUS os resultados devem ser observados de 

acordo com o tipo de transplante. No caso de transplantes cardíacos, a terapia com o 

tacrolimo se mostrou entre 6% e 33% mais cara que o tratamento com ciclosporina. No 
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entanto, o impacto orçamentário total se encontra autolimitado pela própria escassez de 

órgãos e não no tratamento de primeira linha prestado ao receptor do enxerto. Portanto, o 

tacrolimo é uma alternativa terapêutica eficiente (CONITEC, 2015a).  

 Para transplante de pulmão o tacrolimo apresentou custo 100% maior que a terapia 

com ciclosporina (R$ 15.709,23 versus tacrolimo R$ 33.492,63 por paciente). Entretanto, o 

tacrolimo foi recomendado como terapia de resgate para uso em pacientes submetidos a 

transplante de pulmão, em tratamento de manutenção, resistentes ou intolerantes à 

ciclosporina, de acordo com critérios que deverão ser estabelecidos em Protocolo Clínico e 

Diretrizes Terapêuticas do Ministério da Saúde (CONITEC, 2016a). 

 Na terapia do transplante de pâncreas, o tacrolimo diminui a ocorrência e a 

gravidade de episódios de rejeição refratária e eventos adversos. No caso de tratamentos 

terapêuticos com tacrolimo em dose reduzida e sirolimo podem ser resgatados de 2 a 5% de 

repetitivos episódios tóxicos de rejeição refratária grave (CONITEC, 2016c), 

 Sirolimo, também conhecido por rapamicina, é um imunossupressor de rápida 

absorção oral e é submetido ao metabolismo intestinal e hepático por um sistema de 

cooperação que inclui a glicoproteína-P e as enzimas do citocromo CYP3A (Oliveira et al., 

2009). Sua estrutura molecular se trata de uma lactona macrolídea produzida por 

organismos da espécie Streptomyces hygroscopicus (Dang et al., 2017; Dutta et al, 2017). 

 O tacrolimo está consolidado em terapia de transplantes hepáticos. No entanto, a 

CONITEC propõe o uso combinado de tacrolimo e everolimo, pois resultaria em uma 

economia de até R$ 73 milhões no período de 2015 até 2019 (CONITEC, 2015b; 

CONITEC, 2016b).  

O everolimo é um derivado sintético do sirolimo (CONITEC, 2015a). Ambos os 

fármacos se ligam à mesma imunofilina intracelular que o tacrolimo (FKBP12), mas ao 

invés de inibir a calcineurina, o complexo droga-receptor se liga à proteína alvo da 

rapamicina em mamíferos. Isso causa a inibição de uma serina-treonina quinase 

multifuncional, impedindo o DNA e a síntese de proteínas, resultando em uma parada do 

ciclo celular (Webster et al., 2006). 
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2.1.3 Uso do tacrolimo em outras terapias 

 Apesar de o tacrolimo ser amplamente utilizado em terapias de imunossupressão de 

primeira linha e de regate de enxertos, o fármaco também é utilizado em tratamentos 

tópicos como, por exemplo, em dermatite atópica, uveíte e vitiligo, e é continuamente 

testado em outros tipos de tratamentos tópicos (Chaudhari et al., 2012). 

 Watanabe (2015) cita que inibidores de calcineurina, como o tacrolimo, se tornaram 

uma alternativa muito bem aceita aos corticosteroides tópicos, pois seu uso crônico não está 

associado com alteração da barreira da pele ou aumento da absorção percutânea e pode ser 

utilizado em pacientes maiores de dois anos de idade. O tacrolimo é empregado em 

dermatite de contato, dermatite seborreica, rosácea, lúpus eritematoso cutâneo, líquen 

plano, psoríase, vitiligo e outras dermatoses cutâneas. 

 De acordo com Lin (2012) o tacrolimo possui atividade contra outras doenças e 

pode ser utilizado, em alguns casos, como terapia coadjuvante. O autor reportou em sua 

revisão resultados favoráveis com tacrolimo para as seguintes patologias: balanite xerótica 

obliterante, líquen estriado, acrodermatite contínua supurativa, síndrome de Sjögren, 

balanite de Zoon, ictiose linear circunflexa, intertrigo, prurido na cirrose biliar primária, 

prurido urêmico, pênfigo foliáceo, dermatite actínica crônica, sarcoidose cutânea, 

granuloma anular, líquen amiloidose, eritema anular idiopático, epidermólise bolhosa, 

queilite esfoliativa, foliculite pustulosa eosinofílica, pustulose erosiva da perna e do couro 

cabeludo, pitiríase liquenoide, pênfigo paraneoplásico, lesões de pele de dermatomiosite, 

esclerodermia, morfeia e úlcera vasculítica. 

 O tacrolimo também tem se tornado expressivo na oftalmologia, tanto animal como 

em humanos. Os principais usos são nos casos de transplantes de córnea, como já citado, e 

no tratamento da ceratoconjuntivite seca (Martins, 2016).  

 Berdoulay et al., (2005) demonstraram que a suspensão aquosa tópica de 0,02% de 

tacrolimo atua na produção de lágrimas em cães com ceratoconjuntivite seco e é uma 

alternativa promissora em relação ao travamento com ciclosporina. Al-Amri (2014) reporta 

que a pomada dermatológica com tacrolimo é um tratamento seguro e eficaz para os casos 

de ceratoconjuntivite seco refratários frente ao tratamento padrão e pode substituir os 

tratamentos com esteroides destinados a controlar a atividade da doença em humanos. 
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 Sandrin e Santo (2015) revisaram as principais estratégias terapêuticas no 

tratamento da alergia ocular. Os autores afirmam que o tacrolimo é uma alternativa no 

tratamento de conjuntivite alérgica grave. Labcharoenwongs et al., (2012) apresentam 

dados comparativos entre a ciclosporina 2% e o tacrolimo 0,1% aplicados topicamente para 

casos graves de alergia ocular. Apesar de eficácia similar, a sensação de queimação é mais 

evidente com o uso da ciclosporina. 

 

2.2 TACROLIMO 
 

2.2.1 Aspectos gerais e características físico-químicas do tacrolimo 

 O tacrolimo é um imunossupressor aprovado na profilaxia da rejeição dos 

receptores de transplante alogênico (transplantes entre indivíduos geneticamente diferentes, 

porém da mesma espécie) de fígado, pâncreas, pulmão, rim e coração e no tratamento da 

rejeição do transplante alogênico resistente aos tratamentos terapêuticos com outros 

imunossupressores (CONITEC, 2015a; CONITEC, 2015b; CONITEC 2016a; CONITEC 

2016b; CONITEC 2016c).  

 O tacrolimo foi descoberto pela empresa farmacêutica Fujisawa Pharmaceutical Co., 

atual Astellas Pharma Inc. Sua primeira divulgação ocorreu em 1987 através do trabalho de 

Kino et al. intitulado de “FK-506, a novel immunosuppressant isolated from a 

streptomyces”. O tacrolimo foi denominado FK-506, fugimicina ou FR-900506, no entanto 

o nome comumente utilizado é um acrônimo da palavra inglesa tacrolimus, onde ‘t’ se 

refere ao monte Tsukuba, ‘acrol’ à palavra macrolídeo e ‘imus’ para imunossupressor. No 

Brasil, a nomenclatura utilizada pelo SUS e pela ANVISA para se referir ao fármaco é 

“tacrolimo”. 

 A estrutura molecular do tacrolimo foi elucidada primeiramente por Tanaka et al. 

(1987) que apresentaram a numeração de cada carbono de acordo com a Figura 2.5. A 

estrutura molecular é retoma visto a importância da identificação de cada carbono para 

compreensão a seguir das reações de epimerização e a identificação dos coprodutos 

formados no processo de produção que, muitas vezes, se diferenciam do tacrolimo apenas 

por uma pequena modificação no C-21 da molécula. 
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isopropanol, acetona, acetato de etila, acetonitrila, cloreto de metileno, clorofórmio e éter 

dietílico. E parcialmente solúvel em hexano e éter de petróleo. Em água, o fármaco é 

praticamente insolúvel, sua concentração máxima, de acordo com Kino et al., (1987a), é de 

2 μg/mL.  

 A molécula é neutra, hidrofóbica e apresenta ponto de fusão entre 127°C e 129°C. 

Quando em temperatura ambiente o composto é um pó cristalino e incolor. Seu espectro 

ultravioleta tem absorção máxima a 205 nm. O tacrolimo apresenta alta estabilidade 

química no estado de pó cristalino. Quando submetido ao plasma ou sangue humano a 

concentração de tacrolimo decai cerca de 10 a 30% no período de uma semana em 

temperatura corporal (Wallemacq e Reding, 1993). 

 

2.2.2 Mecanismo de ação 

 O fármaco é um imunossupressor da classe dos inibidores de calcineurina usado 

principalmente após transplante de órgão para reduzir a atividade de linfócitos T e a 

interleucina-2, reduzindo assim, a atividade do sistema imunológico (Amaya et al., 2009).  

 O tacrolimo inibe os genes precoces de ativação das células T bloqueando a 

expressão do RNA mensageiro de várias citocinas (interleucina 2, interleucina 3, 

interleucina 4 e interferon-gama) e do gene c-myc. O fármaco apresenta baixa ação 

inibitória sobre a proteína acessória fator nuclear kappa B, que está relacionado com o 

baixo efeito sobre a expressão do RNA mensageiro do receptor da interleucina 2. Em 

adicional, o tacrolimo suprime a ligação do fator nuclear de células T ao elemento de 

transcrição da interleucina 2, inibindo, assim, a ativação genética e bloqueando sua 

produção (Abbud Filho e Ramalho, 1997). 

 Em estudo in vitro o fármaco se mostrou 100 vezes mais potente que a ciclosporina 

na inibição da secreção de ocitocina ativada (Kino et al., 1987b). Há evidências, obtidas em 

estudo in vivo e in vitro, que sugerem que o tacrolimo e a ciclosporina apresentam 

diferentes efeitos quanto à expressão do fator de transformação do crescimento beta 

(proteína que controla a proliferação, diferenciação celular e outras funções na maioria das 

células), expressão de p-glicoproteína (produto do gene de multirresistência a fármacos, 

codificada pelo gene MDR1, responsável pelo transporte de efluxo de fármacos e 

xenobióticos), formação de anticorpos anti-endoteliais após o transplante e potencial de 
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apoptose (morte celular programada que requer energia e síntese protéica para a sua 

execução) (Reichenspurner, 2005). 

 

2.2.3 Reação de epimerização 

 A epimerização do tacrolimo foi identificada por Namiki et al. (1993), na qual 

relataram as conformações de isomeria cis e trans do fármaco. A epimerização do tacrolimo 

ocorre através de duas reações que produzem o epímero diol e C-10. As três formas 

permanecem em equilíbrio dinâmico quando em solução. Na literatura, até o presente 

momento, o epímero diol e C-10 foram denominados por tautômero I e tautômero II, 

respectivamente (Ferraboschi et al., 2012; Peterka et al., 2015).  

 O tacrolimo é uma molécula funcionalizada pelo anel macrocíclico que contém 

embutido em sua estrutura o tricarbonilo e o ácido pipecólico. Na primeira reação de 

epimerização, o tricarbonilo, ligado à estrutura de ácido pipecólico, sofre rotação restrita, 

quando na presença de água, o que resulta em um equilíbrio de isomeria cis e trans que 

afeta as ligações dos carbonos C-9, C-10 e C-14 (Namiki et al., 1993; Peterka et al., 2015). 

Na Figura 2.6 é apresentada, em destaque, a reação de epimerização do tacrolimo no 

epímero diol. 

 A segunda epimerização ocorre na estrutura cetal cíclica do tacrolimo diol, de 

acordo com a Figura 2.7. Em solventes polares, como a água, por exemplo, o grupo diol 

formado na primeira reação de epimerização sofre reação de hidratação que, por sua vez, é 

convertido em epímero C-10. Nota-se que a orientação espacial da hidroxila ligada ao C-10 

é diferente do C-10 da molécula do tacrolimo (Peterka et al., 2015). 

 Akashi et al. (1996) demonstraram que o equilíbrio entre o tacrolimo e os epímeros 

é influenciado pelo teor de água presente em solução. Com o aumento do teor de água, o 

equilíbrio tende a se deslocar a favor do tacrolimo diol, diminuindo assim, a concentração 

do tacrolimo e do tacrolimo C-10. Além do teor de água, foi demostrado que o pH e a 

temperatura afetam a cinética de equilíbrio. Em condições de pH neutro a cinética ocorre 

mais rapidamente do em que em pH ácido. A velocidade de reação também aumenta com o 

aumento da temperatura. 
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 No entanto, Lhoëst et al. (1995) afirmam que o tacrolimo diol (tautômero I) 

apresenta potência de imunossupressão diferente do tacrolimo. Segundo os autores, a 

modulação da resposta imunossupressora poderia ocorrer in vivo por equilíbrio através da 

abertura e fechamento do anel envolvido na da reação de epimerização.  

 

2.3 PRODUÇÃO E PURIFICAÇÃO DO TACROLIMO 
 

2.3.1 Síntese orgânica do tacrolimo 

 O tacrolimo, descoberto em 1984 e divulgado em 1987, foi produzido originalmente 

através da rota biosintética utilizando a Streptomyces tsukubaensis. Em 1990 a rota sintética 

formal de produção do fármaco foi primeiramente descrita por Nakatsuka et al. (1990) e, 

em seguida, por Jones et al. (1990) e Gu et al. (1990) e Ireland et al. (1996).  

 Na síntese proposta por Nakatsuka et al. (1990), os autores prepararam compostos 

intermediários em uma forma não racêmica. As principais reações de acoplamento 

incluíram adição seletiva de Cram do reagente de vinil Grignard derivado do brometo, 

reação de adição da lithioanion of phosphonamide, seguida por uma eliminação térmica. A 

dithiane, formada no processo, foi hidrolisada e o éster glicólico foi adicionado através de 

uma reação aldol que permitiu a introdução de estruturas moleculares constituídas com 8 e 

9 carbonos. A elaboração do tacrolimo procedeu através de uma reação de Mukaiyama e 

uma sequência de redução e oxidação seletiva. 

 Baseados nos trabalhos iniciais, Ireland et al. (1997a) e Ireland et al. (1997b) 

modificaram as rotas sintéticas. No método, os autores utilizam a estratégia de acoplamento 

de bloco. As extremidades da molécula foram acopladas pela adição de cuprato vinílico 

com uma espiroenona. O α-alilo aldol foi utilizado para reduzir a abertura do sistema 

espiroenona. A porção α,β-dicetoamida hemicetal instável da molécula foi preparada pelo 

método de geração de estágio final (late stage generation) e oxidação de enediol. Os 

segmentos médios superiores e inferiores foram derivados pelo acoplamento de 

subunidades menores.  

 Após 1997 não foram encontrados, na literatura, outros trabalhos que tratassem da 

rota sintética total do tacrolimo. A síntese orgânica do fármaco se mostrou altamente 

complexa visto que são 45 etapas em que algumas reações demoram até 12 horas. As 

temperaturas empregadas em cada etapa variam de -78 °C até 132 °C e o rendimento entre 
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50 e 99%. Além disso, foram utilizados solventes com elevado custo e tóxicos como, por 

exemplo, álcool lítio furfurílico, e catalizadores, como trifluoreto de boro. 

 

2.3.2 Biossíntese do tacrolimo e coprodutos 

 O tacrolimo é produzido através da biossíntese de diferentes Streptomyces sp. As 

Streptomyces sp. são bactérias de solo com habilidade de produzir enorme quantidade de 

antibióticos e outros produtos naturais com grande importância nas indústrias farmacêuticas 

e agroquímicas (Nodari et al., 2016). Na Tabela 2.1, são apresentados alguns exemplos de 

antibióticos produzidos por diferentes Streptomyces sp. (Guimarães et al., 2010). 

 
Tabela 2.1 – Antibióticos produzidos por Streptomyces sp. 

Grupo do antibiótico Representante Bactéria 

Aminoglicosídeo Estreptomicina Streptomyces griseus 

Macrolídeos Eritromicina Streptomyces erythreus 

Cloranfenicol Cloranfenicol  Streptomyces venezuela 

Tetraciclina Tetraciclinas Streptomyces aureofaciens 

Lincosamida Lincomicina Streptomyces lincolnensis 

Rifamicina Rifampicina Streptomyces mediterranei 

Estreptogramina Pritinamicina Streptomyces pristinaespiralis 

Lipodepsipeptídeo Daptomicina Streptomyces roseosporus 

Fonte: Guimarães et al., 2010. 
 

 Na rota biosintética de produção, o tacrolimo é um metabólito secundário, portanto 

o fármaco é produzido apenas após o crescimento celular. Um ambiente com os nutrientes 

adequados é de extrema importância para alta produtividade. A Streptomyces tsukubaensis 

é capaz de catabolizar diversas fontes de carbono, como a glicose, o glicerol, o amido, e os 

óleos vegetais (Singh e Behera 2009; Mishra e Verma, 2012; Wang et al., 2017, Moreira 

2018).  
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produção de FK-506D apresenta proporções pouco menores em comparação com tacrolimo 

(Chen et al., 2012, Kosec et al., 2012).  

 

2.3.3 Avanços na produção de tacrolimo via biossíntese  

 A primeira publicação sobre a produção do tacrolimo foi realizada por Kino et al., 

(1987a), da empresa Fujisawa Pharmaceutical Co., na primeira parte de um artigo de duas 

partes. No ano da aprovação do tacrolimo pela FDA, em 1994, o primeiro trabalho não 

pertencente ao grupo da Fujisawa Pharmaceutical Co. foi publicado por Shafiee et al. 

(1994). 

 O estado taxonômico da Streptomyces tsukubaensis e suas necessidades nutricionais 

foram determinados por Martinez-Castro et al. (2011) e Martinez-Castro et al. (2013). O 

sequenciamento genético de Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488 foi descrita por 

Barreiro et al. (2012).  

 Goranovič et al. (2012) demonstraram o papel regulador positivo dos genes (quando 

a função do produto do gene é a regulação da expressão de determinado gene) fkbR e fkbN 

na biossíntese em S. tsukubaensis NRRL 18488 para a produção do tacrolimo. Os autores 

também demostraram os mecanismos regulatórios. 

 Motamedi e Shafiee (1998) e Motamedi et al. (1996) propuseram a rota 

biossintética do tacrolimo que serviu de referência para vários autores, como Singh e 

Behera (2009), Mishra e Verma (2012), Sun e Ye (2016), Turło et al. (2012) e Xia et al. 

(2013), estudarem estratégias para otimizar a produção, incluindo a utilização de diferentes 

fontes primárias de carbono e nitrogênio.  

 Turło et al. (2012) demonstraram que moléculas com anel heterocíclico de cinco 

membros com nitrogênio como um heteroátomo na sua estrutura atuam como precursoras 

do tacrolimo (como por exemplo, ácidos pipecólico e picolínico) e agentes promotores de 

crescimento celular da Streptomyces (por exemplo, nicotinamida e ácido nicotínico) de 

modo a aumentar a produtividade do tacrolimo.  

 Também foram realizados estudos de triagem genética (Martinez-Castro et al., 

2009) e de engenharia metabólica (Goranovič et al., 2010, Kosec et al., 2012). Wang et al. 

(2017) realizaram análises proteômica e metabolômica comparativas de Streptomyces 

tsukubaensis utilizando óleo de soja.  
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 Moreira (2018) estudou a produção de tacrolimo via fermentação utilizando a 

Streptomyces tsukubaensis com as fontes primárias de carbono: maltose e glicose. De 

acordo com o autor, os aditivos L-lisina e ácido picolínico não desempenham papel 

significativo na fermentação e a razão carbono/nitrogênio mais adequada para a 

fermentação a 30°C foi 0,75/1. Além disso, o uso de maltose proporcionou uma produção 

nominal superior em relação à glicose.  

 

2.3.4 Recuperação e purificação do tacrolimo 

 Os produtos de origem biotecnológica são altamente diversificados, não havendo 

assim um processo geral para a purificação. As operações unitárias envolvidas dependem 

da natureza da molécula alvo e da sua aplicação final. Produtos destinados a terapias são os 

que requerem maior nível de pureza. A complexidade exigida neste tipo de purificação 

impacta diretamente no custo final do produto. 

 Além dos desafios convencionais da recuperação e purificação de bioprodutos 

como, por exemplo, isolar uma única molécula de um meio quimicamente complexo com 

alta pureza, a Streptomyces sp. produz compostos com estrutura análoga ao tacrolimo. A 

seguir são descritos, em ordem de publicação, os principais trabalhos da literatura até então 

reportados. Com exceção de Kino et al. (1987a) os trabalhos foram publicados em forma de 

patente. 

 
2.3.4.1 Kino et al. (1987a) 

 Kino et al. (1987a) foram os primeiros a relatar a produção de tacrolimo. O caldo 

fermentado (1300 L) foi filtrado e o tacrolimo produzido extraído com acetona. Em 

seguida, a solução foi eluída em coluna recheada com resina não iônica (DIAION® HP-20). 

A coluna foi condicionada previamente com água e acetona e, posterior a eluição, lavou-se 

a coluna com solução aquosa de acetona de 75%. A solução coletada da coluna foi 

evaporada até formar óleo (300 L). O óleo foi extraído com acetato de etila e separado por 

decantação. Ao extrato (acetato de etila) adicionou-se sílica gel (sílica especial grau 12, 

Fuji Devison Co.) na proporção de duas vezes a massa. A pasta formada foi evaporada até 

um pó seco. Subintende-se que o pó seco foi resolubilizado em algum solvente para ser 

purificado em coluna cromatográfica empacotada com sílica gel (sílica especial grau 12, 
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Fuji Devison Co.) utilizando fase móvel composta por hexano e acetato de etila na 

proporção volumétrica 4/1 (30 L). As bandas cromatográficas coletadas foram concentradas 

por evaporação até formar um novo pó. O procedimento (adicionar acetato de etila e sílica 

gel, e utilizar o sistema cromatográfico) foi repetido algumas vezes. Após as repetições 

formou-se o óleo amarelo de volume e concentração não especificados. O óleo foi 

solubilizado em 300 mL de acetato de etila e hexano na proporção 1:1. Uma nova 

separação cromatográfica foi realizada em coluna de 2 L, empacotada com uma fase 

estacionária de sílica gel (230~400 mesh, Merk Co., Ltd.). Foram utilizadas três fases 

móveis diferentes: hexano e acetato de etila (1:1, 10 L); hexano e acetato de etila (1:2, 6 L) 

e acetato de etila (6 L). A fração de tacrolimo foi coletada e evaporada sob vácuo formando 

um pó branco (34 g). O pó foi solubilizado em acetonitrila, evaporado e cristalizado a 5°C 

por 12 horas. O segundo sistema cromatográfico foi usado mais duas vezes até que se 

obteve 34 g de tacrolimo cristalizado na forma de um pó branco. O pó branco foi 

cristalizado com acetonitrila mais 2 vezes a 4 °C. A massa final de tacrolimo encontrada foi 

de 13,6 g. 

 
2.3.4.2 Okuhara et al. (1990) 

 O autores filtraram o caldo fermentado juntamente com acetonitrila. Não há 

especiações de como o caldo fermentado foi obtido. A solução foi eluída através do leito de 

resina não iônica (DIAION® HP-20) e, em seguida, a solução foi purificada por 

cromatografia líquida (rendimento de 14%). Um material adsortivo foi misturado à fração 

de tacrolimo. A pasta formada foi lavada com água e acetato de etila. A solução foi 

evaporada sob vácuo não especificado. O extrato formado foi novamente concentrado e 

separado em cromatografia líquida com sílica gel (70-230 mesh). Foram utilizadas 5 fases 

móveis: acetato de etila e hexano nas proporções volumétricas 1:9, 1: 4, 1:1 e 2:1 e acetato 

de etila. As frações foram novamente recolhidas e conduzidas a outro sistema 

cromatográfico equipado com coluna de sílica gel (230-400mesh). Utilizaram-se fases 

móveis de acetato de etila e hexano nas proporções volumétricas 1:1 e 2:1 e acetato de etila 

puro. As frações foram recolhidas, e concentradas por evaporação. Uma terceira separação 

cromatográfica foi realizada com sílica gel (70-230 mesh). Por fim, o processo de 

separação cromatográfica foi repetido em coluna (8?×500 mm) Lichrosory S160 (Merck 
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Co., Ltd.) até ser obtido tacrolimo de alta pureza. Ressalta-se que não há especificação 

exata das dimensões da coluna Lichrosory S160. Apesar dos autores citarem tacrolimo 

altamente puro, nenhuma informação da porcentagem de pureza foi relatada. Os autores 

também não citam o grau de pureza dos solventes utilizados e as condições em que as 

evaporações foram conduzidas.  

 
2.3.4.3 Nishihara et al. (2002) 

 Assim como os autores anteriores Nishihara et al. (2002) fizeram extração com 

acetonitrila, filtração e eluição em renina DIAION® HP-20. No método, os autores 

utilizaram cromatografia líquida de troca iônica (Capcell Pak SCX UG80 ™, Shiseido 

Ltd.). A fase estacionária catiônica foi inicialmente condicionada com íons de prata e 

utilizou-se acetonitrila como fase móvel. As impurezas foram retidas e o tacrolimo e seus 

análogos foram separados. No entanto, a molécula alvo é inadequada para finalidades 

farmacêuticas devido à baixa pureza de 92,7%, que deveria ser ao menos de 98%. 

 
2.3.4.4 Higaki et al. (2003) 

 Higaki et al. (2003) utilizaram dois processos cromatográficos para purificar o 

tacrolimo. No primeiro sistema, os autores utilizaram coluna recheada com resina não 

iônica (DIAION® HP20SS) e fases móveis constituídas por acetona e nitrato de prata 

(0,294 mol/L), e, em seguida, apenas acetona. O caldo fermentado foi purificado na mesma 

coluna a temperatura ambiente utilizando fase móvel de acetona e nitrato de prata em duas 

proporções diferentes: 50/50 e 60/40. As bandas cromatográficas coletadas no sistema 

cromatográfico foram misturadas e evaporadas. O material concentrado resultante da 

evaporação foi extraído com acetato de etila. Adicionou-se sulfato de magnésio ao acetato 

de etila e evaporou-se todo material até a formação de um pó. O segundo sistema 

cromatográfico, composto pelo leito de alumina básica ativada (AC12) e acetato de etila, 

foi utilizado com temperatura ambiente para a purificação final do tacrolimo. Ao longo do 

trabalho não foi citada a pureza final do tacrolimo ou as condições em que as evaporações 

foram realizadas.  
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2.3.4.5  Keri et al. (2005) 

 Os autores propuseram um processo de eluição em coluna que não utilizou íons de 

prata. Os solventes empregados como fase móvel foram tetrahidrofurano, acetonitrila e 

água. As resinas de sorção foram de materiais baseados em estireno-divinil-benzeno e do 

tipo acrílico. Além dos vários sistemas de cromatografia líquida utilizando os solventes e 

adsorventes citados, os autores realizaram diversas cristalizações. Os autores citam que 

obtiveram pureza de 99,84% em relação às impurezas do caldo fermentado, incluindo 

ascomicina e FK-506D. No entanto, o trabalho não menciona o método utilizado para a 

determinação da pureza e nem a formação de tautômeros no produto final. Tendo em vista 

que em mais de um sistema cromatográfico foi utilizado água na composição da fase 

móvel, é improvável que não tenha ocorrido reação de tautomerização do tacrolimo.  

 

2.3.4.6 Cvak et al. (2008) 

 Cvak et al. (2008) utilizam cromatografia líquida, evaporação e cristalização para a 

purificação do tacrolimo. Os autores modificaram os seguintes adsorventes com íons de 

prata: óxido de alumínio, óxido de zircónio, copolímero de estireno-divinilbenzeno, sílica 

gel de fase reversa e sílica gel ciano. Os autores afirmam que o tacrolimo eluído pode 

conter íons de prata que se desprendem do leito, logo é necessária pelo menos uma etapa 

adicional para a remoção dos íons. A pureza relada pelos autores é de 93% em área 

cromatográfica. 

 

2.3.4.7 Cabri et al. (2008) 

 No processo proposto por Cabri et al. (2008) a fermentação foi encerrada com a 

adição de acetona (50 L) na mesma proporção do caldo fermentado e 1 kg de diatomáceas 

Dicalite a cada 50 L de fermentado. Após agitação em temperatura ambiente durante uma 

hora, a pasta formada foi filtrada. A solução transparente resultante foi misturada em 2 

litros de resina adsorvente XAD16 (fabricada pela Rohm e Haas) e novamente filtrada com 

a adição de 6 L de acetona aquosa a 75%. A solução filtrada foi evaporada para remover a 

acetona e em seguida extraída com acetado de etila. O acetato de etila foi separado e 

evaporado até se obter um óleo. Ao óleo adicionou-se 180 g de gel de sílica (0,063-0,200 
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mm de Merck) e 180 mL de acetato de etila. Toda a fase líquida foi evaporada e a sílica foi 

empacotada em coluna. A coluna foi eluída com 4 litros de n-hexano e acetato de etila (de 

75/25 em base volumétrica) e 10 litros de acetato de etila. As frações foram coletadas e 

evaporadas até formar 12 g do pó amarelado, do qual 8,5 g eram tacrolimo. O pó foi 

dissolvido em 400 mL de solução aquosa de acetona a 50% contendo 30 g de nitrato de 

prata (AgNO3). A solução passou pela coluna cromatográfica C18 com partículas de 15 μm 

de diâmetro médio. As fases móveis utilizadas foram 1L de acetona e água (50/50 em base 

volumétrica) contendo 51 g de AgNO3, e 0,25 L de acetona e água (80/20 em base 

volumétrica). Na separação cromatográfica foram realizadas 7 coletas da banda 

cromatográfica contendo o tacrolimo, no entanto, apenas 4 foram utilizadas devido à 

pureza. As frações coletadas foram misturadas em 400 mL de acetato de etila e lavadas 3 

vezes com água. A mistura foi evaporada e o pó seco formado foi solubilizado em 

acetonitrila. A solução de acetonitrila foi resfriada até 5 °C e adicionou-se 1,2 L de água no 

período de 13 horas. Após a filtração os autores obtiveram 7 g de tacrolimo de alta pureza 

(HPLC Área%> 99%). É curioso o fato de que após todos os processos, de um total de 8,5 

g de tacrolimo, contidos em 12 g de pó amarelado, apenas 1,5 g tenham sido perdidos no 

processo, mesmo utilizando apenas 5 coletas de um total de 7 e realizando cristalização em 

acetonitrila, solvente no qual o tacrolimo é altamente solúvel, mesmo a baixas 

temperaturas.  

 

2.3.4.8 Patil et al. (2009) 

 Patil et al. (2009) tratam o caldo fermentado com gás amoníaco. O caldo de 

fermentação 11 L contendo 1,2 g de tacrolimo foi extraído com 11 L de acetato de etila. O 

extrato de acetato de etila foi parcialmente concentrado por evaporação até 1,2 L. O 

concentrado foi resfriado até 4 ° C e o gás amoníaco foi purgado através do concentrado 

durante 30 minutos. A solução foi filtrada usando celite como auxiliar de filtração para 

separar as impurezas precipitadas. O filtrado foi evaporado e se obteve 28 g do resíduo 

oleoso. O resíduo foi eluído em coluna de sílica gel, que não foi especificada. Utilizou-se 

como fase móvel acetato de etila e hexano nas proporções volumétricas 25/75, 50/50 e 

75/25. As duas primeiras fases móveis foram eluídas através da coluna na proporção de 3 

vezes o volume da coluna. A tacrolimo foi eluído da coluna apenas com a terceira fase 
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móvel. As frações contendo o produto foram reunidas e concentradas por evaporação. 

Neste procedimento, obteve-se 2,8 g de resíduo oleoso. O resíduo foi dissolvido em 100 

mL de acetato de etila e foram adicionados 3 g de carvão ativado. A mistura foi agitada 

durante 20 minutos e depois filtrada. O filtrado foi concentrado por evaporação para se 

obter 2,7 g de resíduo oleoso. Ao resíduo, foram adicionados 2,5 mL de acetato de etila. O 

material foi cristalizado a 4 ° C por adição lenta de hexano. Os cristais formados foram 

filtrados, secos e eluídos em coluna de sílica gel (230-400 mesh) condicionada com solução 

de nitrato de prata. A fase móvel usada foi acetato de etila e hexano (75/25 em base 

volumétrica). O produto foi cristalizado como mencionado anteriormente a partir de acetato 

de etila e hexano. Os cristais foram filtrados e secos. A pureza cromatográfica foi superior a 

99% incluindo os epímeros. 

 

2.3.4.9 Choi et al. (2013) 

 Choi et al. (2013) filtraram o meio fermentativo com controle do pH (3,5) em um 

material adsortivo revestido por terra diatomácea. Após o procedimento formou-se um 

material oleoso. O tacrolimo foi extraído com metanol e concentrado sob vácuo e 

cristalizado por diversas vezes. O material concentrado foi diluído em cloreto de metileno e 

eluído em resina de óxido de alumínio (75 μm, WAKO) e em seguida em sílica gel (fase 

normal, 70-230 mesh, 10 L), em condições não especificadas. O material foi novamente 

concentrado em vácuo até 5-10% do volume inicial. O concentrado foi agitado em 

temperatura ambiente durante uma hora, a rotação do impelidor não foi especificada. Ao 

longo da agitação adicionou-se água na proporção de 1% do volume do concentrado e, em 

seguida, a agitou-se a solução por 6 horas a 5 °C. O pó cristalino amarelo formado foi 

filtrado e lavado com hexano para remover materiais coloridos e substâncias oleosas. De 

acordo com os autores a pureza do tacrolimo até esta etapa era de 92 até 95%. Os cristais 

amarelos foram solubilizados em acetonitrila, e eluídos através da coluna de adsorção 

hidrofóbica baseada em poliestireno e divinilbenzeno (Amberchrom CG161M). O material 

coletado foi evaporado e separado novamente por cromatografia líquida utilizando o 

material adsorvente. Foi utilizada uma coluna com o mesmo adsorvente da pré-adsorção e 

fase móvel de acetonitrila e água. A fração coletada foi extraída por cloreto de metileno. 

Por fim o produto foi concentrado por evaporação e cristalizado. Os cristais foram 
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solubilizados em solvente orgânico e recristalizados. O tacrolimo foi obtido pela 

cristalização com um rendimento de 30-35%, e a pureza obtida foi de 98,5-99,9%. 

 Os trabalhos da literatura para a purificação do tacrolimo apresentados nesta Tese 

possuem em comum a utilização de cromatografia líquida adsortiva, evaporação e 

cristalização. Os processos propostos são longos e muitas vezes complexos e a maioria não 

especifica como que o caldo fermentado foi obtido. Além disso, é recorrente a repetição de 

determinadas etapas do processo.  

 

2.4 CROMATOGRAFIA 
 

2.4.1 Introdução à cromatografia 

 A cromatografia líquida adsortiva, uma das operações mais citadas para a 

purificação do tacrolimo, nasceu como uma técnica preparativa no final do século XIX com 

o botânico Mikhail Semenovich Tswett. Em 1950, o desenvolvimento de sensores que 

promoviam a detecção online e a descoberta de processos baseados na utilização de 

adsorventes revolucionou a cromatografia como um todo (Guiochon, 2006).  

 A cromatografia líquida adsortiva é fundamentada na migração diferencial de 

solutos entre dois meios distintos. Apesar de existirem várias classificações quanto à 

técnica, em separações de cunho preparativo, a cromatografia líquida e a cromatografia 

supercrítica são as mais relevantes, com destaque para sistemas que utilizam adsorventes 

particulados empacotados em coluna (Guiochon, 2006). 

 A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE; conhecida como HPLC do inglês 

high-performance liquid chromatography”) é uma técnica de destaque por ser robusta, 

seletiva, precisa e versátil. Sua principal característica é a utilização de bomba de alta 

pressão para eluir a fase móvel através da fase estacionária, a coluna cromatográfica.  

 As aplicações da CLAE são amplas e compreendem desde separações em escala 

analítica até a escala preparativa. A Tabela 2.2 apresenta um breve resumo da relação das 

colunas e parâmetros empregados em cada escala de separação. Os valores fornecidos são 

apenas referências, pois há certa flexibilidade nos parâmetros. 

A diferenciação entre a cromatografia analítica e a preparativa não se restringe apenas 

a questões geométricas, mas também em relação ao objetivo pretendido e às restrições 

operacionais. A seleção do sistema cromatográfico consiste em definir o recheio da coluna 
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e a fase móvel. Tal decisão é um ponto crítico para a produtividade e economia do 

processo. Logo, apesar de serem semelhantes, é importante ter definido o escopo de cada 

escala. 

 

Tabela 2.2 – Colunas de diferentes escalas de separação. 

Escala Diâmetro interno (mm) Vazão (mL/min) Produção 

Analítica 4,6 1 <1 mg 

Semipreparativa 10 5 1 mg - 100 mg 

Semipreparativa 20-30 20-50 1 g - 5g 

Preparativa 30-50 50-150 5 g - 100 g 

Preparativa 50-110 100-600 0,2 kg - 2 kg 

Fonte: Cox, 2010. 
 

 A diferenciação entre a cromatografia analítica e a preparativa não se restringe 

apenas a questões geométricas, mas também em relação ao objetivo pretendido e às 

restrições operacionais. A seleção do sistema cromatográfico consiste em definir o recheio 

da coluna e a fase móvel. Tal decisão é um ponto crítico para a produtividade e economia 

do processo. Logo, apesar de serem semelhantes, é importante ter definido o escopo de 

cada escala.  

 A Tabela 2.3 apresenta as restrições e os parâmetros utilizados na definição do 

sistema cromatográfico analítico e do preparativo (Schulte et al., 2012). A escala analítica é 

focada em levantar informações qualitativas e quantitativas de uma amostra como, por 

exemplo, auxiliar o estudo de identificação de uma molécula ou determinar a concentração 

de um soluto. Muitas vezes é adequado que tal procedimento seja realizado de forma rápida 

e precisa, pois a informação obtida é utilizada para se tomar decisões, como é o caso de se 

encerrar uma fermentação, por exemplo. Por outro lado, a escala preparativa é voltada para 

a obtenção de um determinado produto com elevada pureza. Neste caso, a carga mássica 

aplicada à coluna e a produtividade do sistema cromatográfico tornam-se relevantes ao 

processo de separação em termos econômicos. Além disso, é imprescindível que o soluto 

não se degrade ao longo do processo. 

 



51 
 

 
 

Tabela 2.3 – Diferenças entre cromatografia analítica e preparativa. 

Objetivos Escala analítica Escala preparativa 

Restrições 
Rápida geração de informação Recuperar o produto isolado 

Amostra pode ser degradada Garantir a integridade do produto 

Parâmetros 
otimizáveis 

Alta sensibilidade na separação Pureza 

Tempo de retenção Rendimento 

Velocidade Produtividade 

Seletividade Economia 

 

2.4.2 Fase estacionária para cromatografia preparativa 

 As colunas cromatográficas são frequentemente descritas como o “coração da 

separação”. Compreender os fenômenos envolvidos é relevante para controlar o processo e 

dimensionar a separação, logo conhecer o mecanismo de interação entre os solutos e o 

sistema cromatográfico é fundamental. Em separações de cunho preparativo os materiais 

adsortivos são os mais utilizados. Tais materiais são agrupados segundo sua composição 

química e princípio de interação. Os termos hidrofobicidade e hidrofilicidade são 

frequentemente empregados na caracterização dos adsorventes, enquanto que lipofilicidade 

e lipofobia são usados para o soluto. O parâmetro hidrofobicidade/hidrofilicidade é a 

combinação de diferentes princípios de interação entre a superfície do adsorvente e o 

soluto. As forças de interação predominantes são: ligações de hidrogênio, forças de van der 

Waals, forças iônicas e interação π- π (Collins et al 2006). A Tabela 2.4 apresenta um 

resumo dos principais recheios adsortivos e suas características mais importantes. 

 Do ponto de vista preparativo, os adsorventes são divididos em fases estacionárias 

genéricas, projetadas ou fases quimicamente ligadas e personalizadas (fase quimicamente 

ligada a um grupo muito específico). Fases estacionárias genéricas são indicadas para 

purificações que requerem adsorventes sem grande sofisticação e de baixo custo. Em 

contraste, as fases estacionárias personalizadas representam adsorventes com alta 

especificidade. As fases projetadas, também chamadas de “design”, são resinas com 

modificações químicas na superfície do adsorvente, como por exemplo, as sílicas 

funcionalizadas com octadecilsilano (Schulte et al., 2012). 
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Tabela 2.4 – Tipos de adsorventes cromatográficos e os mais importantes princípios de 
interação. 

Tipo Exemplos de material Interação Separação 

Fase 
normal 

Sílica, óxido de alumínio 
Ponte de hidrogênio, efeito 
estérico, acidez de Brönsted-
Lowry, troca catiônica 

Estrutura molecular 

Fase 
reversa 

Grupo alquila ou arila 
ligado à sílica ou 
polímeros 

Interação hidrofóbica Hidrofobicidade 

Grupos 
ligados a 
sílica 

Enxofre ligado em resina 
Substituição eletrofílica, 
dipolo, forças de van der 
Waals 

Estrutura molecular 

Fase 
quiral 

Celulose ou amilose em 
sílica, polímeros e 
monómeros quirais em 
sílica 

Interação estérica de três 
pontos 

Orientação espacial 

Afinidade 
Proteína, corantes, 
peptídeos imobilizados 
em matriz 

Bioadsorção 
Estrutura molecular 
específico de grupo 

Troca 
iônica 

Grupos (SO3
2-, COO-, 

NH3
+) ligados em sílica 

ou polímeros 
Ligação iônica Carga de superfície 

 

 Os primeiros adsorventes utilizados em sistemas cromatográficos eram altamente 

polares, enquanto a fase móvel apresentava baixa ou média polaridade. Devido a este 

contexto, tal tipo de fase passou a ser denomina de “normal” e o termo não caiu em desuso. 

As resinas usadas como fase estacionária são sílica gel, óxidos e grupos funcionais, como 

cianos ou diol, ligados à sílica. Os solventes tipicamente empregados nestes adsorventes 

são de baixa polaridade como, por exemplo, heptano e hexano (Schulte et al., 2012).  

 Em recheios de fase normal, a superfície polar do adsorvente interage com a 

estrutura molecular do soluto com polaridade semelhante aos sítios ativos da fase 

estacionária, portanto um soluto polar apresenta maior tempo de retenção do que uma 

molécula apolar. Logo, a fase normal é indicada para separar solutos que se diferem em 

relação a seus grupos funcionais, incluindo estereoisômeros não enantioméricos (Schulte et 

al., 2012). 
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 Uma variação da fase normal é a cromatografia por interação hidrofílica, HILIC (do 

inglês hydrophilic interaction chromatography). Esta modalidade é classificada como 

cromatografia por interação hidrofílica, na qual se emprega uma fase estacionária polar e 

uma fase móvel menos polar, normalmente acetonitrila, metanol ou acetona com baixa 

porcentagem de água. Este tipo de separação tem sido denominada de cromatografia líquida 

de “fase reversa reversa” ou de “fase normal aquosa”. O mecanismo de separação é 

caracterizado pelo princípio de partição, em que uma fração da água, presente na fase 

móvel, é imobilizada pela fase estacionária. Os adsorventes usados são constituídos de 

sílica ou de suportes cromatográficos modificados ou não. O principal grupo ligado às 

cadeias alquila são: amino, amida, diol, ciano, sulfobetaína e ciclodextrina. Além disso, a 

ordem de eluição dos compostos em HILIC é oposta à ordem da fase reversa (Maldaner et 

al., 2010). 

 As sílicas de fase quimicamente ligadas estão no grupo das resinas projetadas e são 

largamente utilizadas na cromatografia líquida moderna. Muitas dessas sílicas são 

denominadas de “reversa” em referência a sua superfície hidrofóbica. 

 A fase reversa normalmente é constituída de sílica ligada quimicamente a um grupo 

n-alquila de cadeia longa ou um polímero hidrofóbico. Há também a fase reversa composta 

apenas por polímeros orgânicos reticulados hidrofóbicos (copolímeros de estireno-

divinilbenzeno reticulado) e carbono grafitado. Estas resinas diferem no grau de 

hidrofobicidade de acordo com a sequência: carbono grafitado > polímeros de ligação 

cruzada (poliestireno divinilbenzeno) > n-octadecil > n-octil (C8) > fenil > n-butil (C4) > 

cianopropil (CN) > diol (Schulte et al., 2012). 

 Em cromatografia preparativa, a fase reversa é ideal para separar compostos polares. 

A separação baseia-se predominantemente na interação adsortiva das estruturas lipofílicas 

do soluto com os grupos funcionais apolares ligados na superfície da sílica. A ordem de 

eluição dos grupos funcionais do soluto é: aminas/álcoois/fenóis < ácidos < ésteres < éteres 

< aldeídos/cetonas < hidrocarbonetos aromáticos < hidrocarbonetos alifáticos (Unger e 

Weber, 1999). 
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2.4.3 Fase móvel para escala preparativa 

 A força motriz para a separação está relacionada ao equilíbrio termodinâmico e aos 

fenômenos de transferência de massa do soluto em relação ao sistema cromatográfico. A 

fase móvel influencia diretamente a separação através da solubilidade, e condicionamento 

da fase estacionária (Schulte et al., 2012). 

 As principais características desejáveis da fase móvel são alta pureza, adequação ao 

detector cromatográfico, não degradação da fase estacionária ou do soluto, viscosidade 

baixa, ponto de ebulição adequado, e baixa toxicidade. 

 Em separação preparativa há menos opções de solventes do que para a analítica. 

Snyder e Kirkland (1979) examinaram o comportamento de 74 solventes, na qual apenas 27 

foram considerados propícios. Os solventes mais usados são água, metanol e acetonitrila 

(Schulte et al., 2012).  

 No quesito toxicidade o parâmetro ICH (do inglês International Council for 

Harmonisation) é utilizado para escolha dos solventes. O Conselho Internacional de 

Harmonização de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacêuticos de Uso Humano é o 

único a reunir as autoridades reguladoras e a indústria farmacêutica para discutir aspectos 

científicos e técnicos (Schulte et al., 2012).  De acordo com a ICH os solventes da classe 1 

devem ser evitados, os da classe 2 evitados se possível, e solvente classe 3, com baixo 

potencial tóxico, devem ser usados. Outro parâmetro utilizado é a Concentração Letal  

(CL 50). 

 

2.4.4 Adsorventes e recursos usados na produção e quantificação do tacrolimo 

 Definir o sistema cromatográfico preparativo demanda tempo. Apesar de cada 

método possuir pré-tratamento específico e lidar com materiais de natureza diferente como 

por exemplo, caldo fermentado e sangue, é possível extrair informações importantes.  

 A mistura entre acetonitrila e água é recorrente em cromatografia líquida, inclusive 

para a quantificação do tacrolimo. Altas temperaturas definem o melhor pico 

cromatográfico em relação aos tautômeros. Outro fato relevante é a acidificação da fase 

móvel em alguns casos com ácido fosfórico ou ácido acético.  
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 Na Tabela 2.5 são listadas as fases móveis com suas respectivas proporções e as 

temperaturas utilizadas para a quantificação do tacrolimo. Em todos os casos a coluna C18 

foi utilizada. 

 

Tabela 2.5 – Fase móvel usada para quantificar o tacrolimo em C18. 

Fase móvel Proporção 
volumétrica T (°C) Autor 

Acetonitrila e água 30:20 50 Namiki et al. (1993) 

Metanol e água 50:50 60 
Wallemacq e Reding 
(1993) 

Água, THF* e isopropanol 5:2:2 50 Namiki et al. (1995) 

Acetonitrila e ácido fosfórico (1%) 60:40 50 Akashi et al. (1996) 

Metanol e amônia (10 mm) Gradiente 65 Bogusz et al. (2007) 

Acetonitrila e água Gradiente 50 Mo et al. (2009) 

Acetonitrila e água 60:40 50 Singh e Behera (2009) 

Acetonitrila e água 50:50 55 Jung et al. (2009) 

Acetonitrila e água 60:40 60 Chen et al. (2012) 

Ácido acético, acetonitrila e THF* 58:12:27 50 Ferraboschi et al. (2012) 

Metanol e água 50:50 50 Mishra e Verma (2012) 

Acetonitrila e água 75:25 60 Turło et al. (2012) 

Acetonitrila e ácido fosfórico (1%) 65:35 60 Huang et al. (2013) 

Acetonitrila e ácido fosfórico (1%) 68:32 50 Sun e Ye (2016) 

Acetonitrila e ácido fosfórico (1%) 65:35 60 Wang et al. (2017) 

Acetonitrila e água 60:40 60 Moreira et al. (2018) 

THF*:Tetrahidrofurano 

 

 Outros adsorventes são citados na purificação do tacrolimo. Jung et al. (2011) 

utiliza coluna recheada com o adsorvente de Amberchrome CG161M™ com mistura de 

acetonitrila e água para separar o tacrolimo de coprodutos da fermentação de Streptomyces 
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sp. TST10, como os epímeros e a ascomicina. O adsorvente comercial utilizado pelos 

autores é o polímero poliestireno divinilbenzeno, normalmente indicado para a purificação 

de peptídeos. Segundo a DOW®, o CG161M é uma alternativa a C18, ou seja, uma fase 

reversa. No mesmo trabalho, a resina DIAION® HP-20 é usada para a adsorção. O 

adsorvente também foi utilizado por Kino et al. (1987a) e se trata do mesmo polímero 

poliestireno divinilbenzeno. Ferraboschi et al. (2012) utilizaram sílica gel impregnada com 

nitrato de prata e o adsorvente comercial XAD. O adsorvente XAD não foi especificado por 

Ferraboschi et al. (2012). Sabe-se que a linha Amberlite® XAD são adsorventes baseados 

em polímeros como, por exemplo, estireno-divinilbenzeno e acrilatos. 

 Além das fases reversas, há trabalhos que citam outros recursos interessantes ao 

processo. Turło et al. (2012) partiram do pressuposto de que compostos contendo anel de 

piridina poderiam ser precursores na biossíntese tacrolimo. Os autores utilizaram ácido 

pipecólico, ácido picolínico, L-lisina, ácido nicotínico e nicotinamida em diferentes meios e 

constataram aumento significativo na produção de tacrolimo. Outros autores também 

utilizaram diferentes pirimidinas, purinas e moléculas semelhantes, ou óleos vegetais ricos 

em tais compostos (Kim e Park 2007; Vaid, 2007; Jung et al., 2009; Singh e Behera, 2009; 

Mishra e Verma, 2012; Xia et al., 2013; Wang et al., 2017; Moreira et al., 2018). 

 Estas moléculas citadas para promover a produção podem ser recuperadas no 

processo de purificação e reintroduzidas na produção de tacrolimo. Christopherson et al. 

(2006) reportaram o uso das propriedades hidrofílicas e de troca iônica da sílica ligada ao 

grupo amino com fase móvel de acetonitrila e água para a identificação simultânea do ácido 

nicotínico e ácido picolínico. Olsen (2001) ainda demostrou o poder de separação desta 

sílica para diferentes pirimidinas, purinas e moléculas semelhantes. 

 

2.4.5 Parâmetros cromatográficos 

 Os parâmetros cromatográficos são informações que auxiliam no estudo da 

separação. A banda eluída é utilizada para determinar tais parâmetros. Em baixas 

concentrações os picos apresentam comportamento gaussiano. A seguir, são apresentados 

alguns dos parâmetros cromatográficos e suas respectivas equações. 

 



57 
 

 
 

2.4.5.1 Fator de retenção e seletividade 

 A força de interação do soluto com a fase estacionária é proporcional ao tempo que 

cada composto permanece retido na coluna. O tempo de retenção corrigido (
Rt ' ), Equação 

2.1, é o tempo em que o soluto interage com o adsorvente (Collins et al., 2006). 

 

MRR ttt −='   (2.1) 

onde Rt  é o tempo de retenção total e Mt  é o tempo morto do sistema que é definido com o 

auxílio de um composto inerte no leito (Meyer, 2010).  

 O fator de retenção (ki) é a relação entre a quantidade de soluto em cada fase ao 

longo da separação e é determinado de acordo com a Equação 2.2 (Meyer, 2010; Seidel-

Morgenstern et al., 2012): 

 

planM

MRi
i

tt

tt
k

−
−

=  (2.2) 

 

em que 
plant  é o tempo da planta, definido como o tempo em que o soluto leva para percolar 

a distância entre o injetor até o detector sem passar pela coluna. 

 A seletividade (α ), Equação 2.3, fornece informações a respeito da separação do 

soluto mais retido, j, em relação ao menos retido, i (Seidel-Morgenstern et al., 2012). 

 

i

j

k

k
=α  (2.3) 

 

2.4.5.2 Altura equivalente e número de pratos 

 Um dos parâmetros-chave para a caracterização do sistema cromatográfico é a 

eficiência da coluna em termos da altura equivalente de prato teórico (HETP, do inglês 

height of an equivalent theoretical plate). O HETP pode ser determinado pela Equação 2.4 

(Ruthven, 1984). 
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onde L é o comprimento do leito, σ2 é o segundo momento. A eficiência da separação é 

determinada a partir do número de pratos ( N ). Um prato teórico equivale a uma etapa de 

equilíbrio do soluto entre o adsorvente e a fase móvel. O valor de N  pode ser determinado 

por meio da Equação 2.5 (Seidel-Morgenstern et al., 2012). 
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em que 
hw  é a largura do pico à meia altura. Quanto maior o número de pratos maior é a 

eficiência da coluna e, consequentemente, melhor a separação. 

 

2.4.5.3 Resolução 

 A resolução ( sR ) avalia a qualidade da separação através do número de pratos, do 

fator de retenção e da seletividade (Equação 2.6) (Seidel-Morgenstern et al., 2012).  
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 Valores de resoluções iguais a 1 indicam que os picos estão separados com 3% de 

superposição das bandas. Quando sR =1,25 há separação suficiente para fins quantitativos e 

sR >1,50 indica separação completa (Collins et al., 2006; Seidel-Morgenstern et al., 2012). 

 

2.4.5.4 Porosidades 

 A porosidade total (εT) está relacionada com a fração de vazios (ε) e da porosidade 

da partícula (εp) segundo a Equação 2.7 (Seidel-Morgenstern et al., 2012). 
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 )1( pT εεεε −+=  (2.7) 

 

 Experimentalmente a porosidade total e a porosidade do leito são determinadas 

utilizando um composto inerte através da equação do primeiro momento (Equação 2.8) 

(Seidel-Morgenstern et al., 2012).  

 

ε
u

L
t R ='  (2.8) 

 

em que u é a velocidade superficial da fase estacionária e L é o comprimento específico do 

leito.  

 A Tabela 2.6 apresenta os principais inertes empregados para a determinação das 

porosidades em colunas de fase normal e de fase reversa. 

 

Tabela 2.6 – Compostos inertes para a determinação experimental das porosidades. 

Composto inerte Fase Parâmetro 

Azul de dextrana Normal Fração de vazios 

Poliestireno Reversa Fração de vazios 

1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB) Normal Porosidade total 

Uracila Reversa Porosidade total 

 

2.4.5.5 Influência da temperatura 

 O estudo das energias envolvidas na adsorção pode ser realizado de acordo com a 

abordagem de Van’t Hoff. A Equação 2.9 é utilizada para determinar a variação de entalpia 

de adsorção (ΔH) e entropia (ΔS). A entalpia é utilizada tanto para caracterizar o tipo de 

adsorção quanto para avaliar se o fenômeno é endotérmico ou exotérmico. 
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em que ki é o fator de retenção, T é a temperatura, R é a constante dos gases e εT é a 

porosidade total (Ruthven, 1984; Lämmerhofer, 2010; Ferrari, 2014). 

2.5 CONSIDERAÇÕES FINAIS SOBRE O TACROLIMO 

 Na revisão bibliográfica foram apresentados o contexto nacional em que o tacrolimo 

está inserido e os principais avanços do ponto de vista técnico de produção e recuperação 

do fármaco. No que diz respeito ao contexto nacional foram explorados dados econômicos 

de saúde pública no Brasil e o impacto do custo do tacrolimo para o Ministério da Saúde. 

Além disso, demonstrou-se o aumento da demanda do tacrolimo e a ausência de um sistema 

produtivo sólido que garanta o fornecimento do medicamento, que é de uso crônico, ao 

SUS.  

 Como já mencionado na introdução desta Tese, houve um esforço da Fundação 

Oswaldo Cruz (Fiocruz), vinculada ao Ministério da Saúde, a mais destacada instituição de 

ciência e tecnologia em saúde da América Latina, para a produção do tacrolimo junto à 

Libbs. No entanto, a obtenção de fármaco altamente puro é um desafio, visto que além das 

adversidades convencionais de bioprocesso, ainda é necessário isolar o tacrolimo de 

moléculas estruturalmente semelhantes a ele produzidas na fermentação como, por 

exemplo, a ascomicina. Outro inconveniente técnico é a reação de epimerização promovida 

pela água ao longo do processo de purificação que converte o tacrolimo nos epímeros diol e 

C-10. 

 Na literatura são apresentados processos capazes de isolar o tacrolimo. Entretanto 

há questões técnicas ainda a serem resolvidas como, por exemplo, as que são apresentadas 

em seguida: 

 

2.5.1 Kino et al. (1987a) 

 O trabalho foi pioneiro e bem detalhado, no entanto o procedimento para a 

purificação e recuperação do tacrolimo está defasado do ponto de vista de processo como, 

por exemplo, o uso excessivo de etapas de cristalização e purificações cromatográficas.  
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2.5.2 Okuhara et al. (1990) 

 Na patente de Okuhara et al. (1990) faltam especificações técnicas sobre colunas 

empergadas, e não são citadas ou apresentadas informações com relação a pureza do 

tacrolimo obtido ao final do processo. 

 

2.5.3 Nishihara et al. (2002) 

 O tacrolimo produzido no processo de Nishihara et al. (2002) não é adequado para 

finalidades farmacêuticas devido à pureza ser inferior a 98%. 

 

2.5.4 Higaki et al. (2003) 

 Os autores empregam nitrato de prata para a purificação do tacrolimo. O nitrato de 

prata poder invalidar o processo de ampliação de escala do ponto de vista técnico-

econômico, devido ao alto custo da molécula. Além disso, não foi apresentada a pureza 

final do tacrolimo. 

 

2.5.5 Keri et al. (2005)  

 O processo é complexo para ser montado e operado. São necessários pelo menos 3 

sistemas cromatográficos que utilizam diversos solventes. Outro ponto importante é que ao 

longo das separações cromatográficas nem todas as bateladas podem ser utilizadas, pois 

nem sempre a pureza adequada é atingida. 

 

2.5.6 Kumar et al. (2007) 

 Kumar et al. (2007) sugerem um processo de purificação generalista e com 

informações insuficiente. Além disso, não foram identificadas operações unitárias 

adequadas para a separação dos epímeros, nem informada a pureza do tacrolimo obtido. 

 

2.5.7 Buchta et al. (2008) 

 No processo de Buchta et al. (2008) não há uma etapa de pré-purificação. Neste 

caso o tempo de vida útil das colunas cromatográficas é drasticamente reduzido. Os autores 

utilizam solventes não adequados para a produção de fármacos como, por exemplo, o 
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tolueno. O uso abusivo do tolueno desencadeia disfunção cerebral e atrofia do hipocampo. 

Além disso, anomalias neuropatológicas são observadas em indivíduos expostos a altos 

níveis do solvente (Kodavanti et al., 2015). 

 

2.5.8 Cabri et al. (2008) 

 O processo é de difícil execução, complexo e trabalhoso. Na segunda etapa 

cromatográfica é obrigatório o uso de nitrato de prata. Além disso, nem todas as bateladas 

cromatográficas atendem a especificação de pureza requerida para o tacrolimo. 

 

2.5.9 Cvak et al. (2008) 

 Os autores imobilizaram o nitrato de prata em adsorventes de fase normal, no 

entanto admitem que o nitrato de prata possa desprender do leito e contaminar o tacrolimo. 

A pureza obtida por Cvak et al. (2008) foi insuficiente para fins farmacêuticos.  

 

2.5.10 Patil et al. (2009) 

 Na etapa de pré-purificação o caldo fermentado foi tratado com gás amoníaco, no 

entanto Patil et al. (2009) não relatam os ganhos deste procedimento. No processo também 

é obrigatoriamente empregado nitrato de prata em uma das etapas cromatográficas. 

 

2.5.11 Choi et al. (2013) 

 No processo é necessário controlar o valor do pH em diversas etapas de pré-

purificação e purificação, inclusive nas separações cromatográficas. O estresse químico 

causado por pH extremo, como o deste processo, reduz drasticamente o tempo de vida útil 

do leito. Outro inconveniente é o uso de solventes inadequados para indústria farmacêutica 

ou de alto custo como, por exemplo, clorofórmio, tetraclorometano, diclorometano, cloreto 

de metileno e cloreto de metileno. Os autores também fazem uso do nitrato de prata, que 

pode inviabilizar a ampliação de escala do ponto de vista técnico-econômimo. 
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CAPÍTULO 3 

 

 MATERIAL E MÉTODOS 3.

 O presente trabalho trata da segunda Tese de Doutorado na linha de pesquisa sobre 

processamento do tacrolimo, conduzida no Laboratório de Processo de Transferência de 

Massa (LPTM) do programa de Pós-Graduação em Engenharia Química do Departamento 

de Engenharia de Processos (DEPro) da Faculdade de Engenharia Química (FEQ) da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).  Os experimentos foram conduzidos no 

LPTM e no Laboratório de Engenharia Bioquímica, Biorrefino e Produtos de Origem 

Renováveis (LEBBPOR) do Departamento de Engenharia de Processos (DEPro). O 

processo fermentativo seguiu até a etapa de inoculação do microrganismo no LEBBPOR. 

Em seguida, a fermentação e o processo de purificação foram realizados no LPTM. 

 Neste capítulo são descritos os materiais e métodos utilizados direta e indiretamente 

em todo o processo de obtenção e purificação do composto-alvo, o tacrolimo. 

 

3.1 MATERIAL E EQUIPAMENTOS 
 

3.1.1 Cepa de bactérias Streptomyces tsukubaensis e padrão de tacrolimo 

 A cepa da bactéria Streptomyces tsukubaensis, utilizada para obter o tacrolimo, foi 

adquirida pelo Laboratório de Processos de Transferência de Massa (LPTM) junto ao 

Instituto Leibniz DSMZ – Coleção Alemã de Microrganismos e Culturas Celulares, onde se 

encontra armazenada sob a sigla DSM 42081. A cepa foi encaminhada à Coleção Brasileira 

de Microrganismos de Ambiente e Indústria (CBMAI), localizada no Centro 

Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA) da UNICAMP, 

sob o código CBMAI – 1832. O microrganismo se trata da mesma cepa proveniente da 

bactéria utilizada por Kino et al. (1987a).  
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 O padrão do tacrolimo foi gentilmente cedido pelo professor Dr. Paulo César Pires 

Rosa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas – UNICAMP. O fármaco foi originalmente 

adquirido junto a Sigma-Aldrich (CAS 109581-93-3, pureza ≥ 98 %). 

 

3.1.2 Cultivo em placa, pré-inoculação, inoculação e fermentação 

 

3.1.2.1 Equipamento 

 As etapas de pré-inoculação, inoculação e fermentação preliminar foram realizadas 

no LEBBPOR em incubadora do tipo shaker orbital (Shel Lab, EUA) e com auxílio de 

capela de fluxo laminar horizontal (Velco, Brasil). O pH foi quantificado pelo 

potenciômetro KAVIS modelo K39-2014B (China). 

 Para a fermentação foi montado o aparato mostrado na Figura 3.1 no LPTM. Em 

sua construção utilizou-se agitador magnético Fisatom modelo 753 (Brasil), banho 

recirculante Thermo Scientific Phoneix II C25P (sensibilidade de ± 0,05 °C.) (EUA), frasco 

Schott de 2 L (136×265 mm), tubo de nylon, barra magnética, mangueira de silicone e 

hastes de madeira. O equipamento foi previamente testado com água e se mostrou capaz de 

manter a temperatura e a agitação constantes. 

 

 
Figura 3.1 – Aparato utilizado na fermentação. 

 
3.1.2.2 Meios de cultivo 

 Os reagentes utilizados no cultivo em placa, pré-inóculo e inóculo estão listados na 

Tabela 3.1. Os produtos utilizados eram reagentes para análise (PA, do inglês Pro analyze). 



65 
 

 
 

Tabela 3.1 – Materiais utilizados para placa de Petri, pré-inoculação e inoculação. 

Compostos CAS/REF Aplicação Fornecedor País 

Ácido clorídrico 7647-01-0 Ajuste de pH Synth® Brasil 

Agar K25-611001* Placa de Petri KASVI Itália 

D(+) Maltose 6363-53-7 Inóculo Dinâmica® Brasil 

Glicose 492-62-6 Inóculo Dinâmica® Brasil 

Extrato de levedura K25-611005* Inóculo KASVI Itália 

Extrato de malte K25-611006* Inóculo KASVI Itália 

Hidróxido de sódio 1310-73-2 Ajuste de pH Dinâmica® Brasil 

*referência do fornecedor.  

 
 Na fermentação foram empregados os reagentes mostrados na Tabela 3.2. Todos os 

reagentes, exceto o óleo de castanha-do-brasil, eram de grau PA. 

 
Tabela 3.2 – Relação de compostos utilizados para a fermentação. 

Compostos CAS/REF Fornecedor País 

Ácido picolínico 98-98-6 Sigma-Aldrich EUA 

Carbonato de cálcio 471-34-1 Dinâmica® Brasil 

D(+) Maltose 6363-53-7 Dinâmica® Brasil 

Fosfato de potássio dibásico 7758-11-4 Dinâmica® Brasil 

Fosfato de potássio monobásico 7778-77-0 Dinâmica® Brasil 

Glicose 492-62-6 Dinâmica® Brasil 

Licor íngreme de milho 66071-94-1 Sigma-Aldrich® EUA 

Óleo de castanha-do-brasil - Amazon Oil Industry Brasil 

Peptona de soja K25-612501* KASVI Itália 

Sulfato de magnésio heptahidratado 10034-99-8 Dinâmica® Brasil 

*referência do fornecedor . 
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3.1.3 Cromatógrafo e sistema de aquecimento 

 Na purificação e quantificação do tacrolimo, realizado no LPTM, utilizou-se o 

HPLC Shimadzu (Japão) constituído por bomba (LC-20AT), detector UV-Vis (SPD-20A) e 

placa controladora (CBM-20A). O controle de temperatura do sistema foi realizado com o 

banho termostático Quimis (modelo Q-2142M, Brasil), erro de ± 0,1 °C. Água destilada foi 

usada como fluído refrigerante.  

 Para manter a temperatura da coluna cromatográfica, construiu-se o trocador de 

calor. A tubulação da fase móvel passa pelo interior do tubo de acrílico, que foi ligado ao 

banho termostático por mangueiras de silicone como pode ser observado ao lado direito da 

Figura 3.2. Tubos isolantes (Polipex) foram usados ao longo da tubulação da fase móvel.  

 

 
Figura 3.2 – Trocador de calor para o sistema cromatográfico. 

 
 O controle de temperatura da coluna cromatográfica foi realizado por um aparato 

confeccionado com tubos, placas e cap de policloreto de vinila (PVC) que também foi 

ligado ao banho termostático e pode ser identificado do lado da Figura 3.2. Para vedação 

foi utilizada cola para PVC e anéis O'ring. Na parte interna dos caps foram coladas placas 

de PVC, como mostrado no corte da Figura 3.3. As placas foram moldadas por fresa na 

forma sextavada dos encaixes finais das colunas.  
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Figura 3.3 – Representação dos componentes do trocador de calor. 
 

 Para favorecer o encaixe da placa e do o anel O’ring, os lados interno e externo dos 

caps foram aplainados. Além disso, foram desenhados sulcos no casco para facilitar o 

encaixe dos anéis O'ring A entrada e a saída do fluído refrigerante da coluna foi construída 

com espigões com rosca. 

 

3.1.4 Evaporador 

 O sistema de evaporação sob vácuo foi utilizado para o método de quantificação e 

ao longo da purificação do tacrolimo. A evaporação foi conduzida no evaporador rotativo 

Fisatom, modelo 803. O aquecimento foi desempenhado utilizando água destilada no banho 

de aquecimento Fisatom, modelo 558. A condensação foi realizada com o auxílio do banho 

termostático Neslab Endocal RTE-110 (EUA).  

 

3.1.5 Colunas, adsorventes e meios filtrantes 

 A purificação foi conduzida no LPTM com os adsorventes citados na Tabela 3.3. Os 

adsorventes foram empacotados pelo método a seco em colunas de aço inoxidável 316. 

Duas dimensões diferentes de coluna foram utilizadas para os experimentos: 250×10 mm e 

100×10 mm.  

 Ao longo da pré-purificação, purificação e quantificação do tacrolimo também 

foram utilizados os meios filtrantes descritos na Tabela 3.4. 
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Tabela 3.3 – Adsorventes usados na etapa de pré-purificação e purificação. 

Compostos CAS/REF Diâmetro médio Fornecedor País 

Carvão ativado LA 7440-44-0 45 μm Alphacarbo Brasil 

DIAION® HP-20 9052-95-3 250-850 μm Supelco® EUA 

PEDVB** 9003-70-7 6-10 μm Sigma-Aldrich® EUA 

Sílica C18 5149682* 20 μm Grace Vydac® Reino Unido 

Sílica Luna NH2  00A-4377-B0* 10 μm Phenomenex® EUA 

*referência do fornecedor  **poli (estireno-co-divinilbenzeno) 

 
Tabela 3.4 – Meios filtrantes usados na purificação. 

Materiais 
Ref. do 

fornecedor  

Abertura do 

poro 
Fornecedor País 

Membrana da 

seringa 
729205 0,45 μm CHROMAFIL® Alemanha 

Membrana FHLC04700 0,45 μm MilliporeTM Brasil 

Papel filtro 106 3,0 μm INLAB Brasil 

 

3.1.6 Padrões utilizados na determinação da porosidade e fração de vazios 

 Na determinação de porosidades e fração de vazios dos leitos empacotados nas 

colunas cromatográficas usaram-se os reagentes da Tabela 3.5. 

 
Tabela 3.5 – Inertes utilizados na determinação da porosidade. 

Compostos CAS Quantificação Fornecedor País 

TTBB* 1460-02-2 Porosidade total Sigma-Aldrich® EUA 

Azul de dextrana 87915-38-6 Fração de vazios Sigma-Aldrich® EUA 

Uracila 66-22-8 Porosidade total Sigma-Aldrich® EUA 

*1,3,5-tri-terc-butilbenzeno 
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3.1.7 Solventes empregados na purificação e quantificação do tacrolimo 

 Na quantificação do tacrolimo, pré-purificação e purificação utilizou-se os solventes 

citados na Tabela 3.6 e água deionizada ultrapura.  

 Tabela 3.6 – Solventes empregados na extração e como fase móvel. 

Compostos CAS Pureza Fornecedor País 

Acetato de etila 141-78-6 HPLC Tedia® Espanha 

Acetona 67-64-1 PA Dinâmica ® Brasil 

Acetonitrila 75-05-8 HPLC Scharlab Espanha 

Ácido Acético 64-19-7 HPLC Panreac Brasil 

Etanol 64-17-5 HPLC Tedia® EUA 

Hexano 110-54-3 HPLC Scharlab Espanha 

Isopropanol 67-63-0 HPLC Scharlab Espanha 

Metanol CAS 67-56-1 HPLC Tedia® Espanha 

Tetrahidrofurano 109-99-9 HPLC Tedia® Espanha 

 

3.1.8 Quantificação de açúcares redutores e proteínas totais 

 A quantificação de proteínas totais foi determinada de acordo com o método 

colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). O experimento foi conduzido utilizando os 

reagentes listados na Tabela 3.7.  

 
Tabela 3.7 – Reagentes usados na quantificação de proteínas totais. 

Compostos CAS/REF Fornecedor País 

Albumina bovina sérica 9048-46-8 Sigma-Aldrich® EUA 

Hidróxido de sódio 1310-73-2 Dinâmica® Brasil 

Reagente de Bradford B6916* Sigma-Aldrich® EUA 

*referência do fornecedor 
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 Na quantificação de açúcares redutores usou-se o método colorimétrico modificado 

de Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952; Nelson, 1960). A Tabela 3.8 apresenta os reagentes 

utilizados.  

 Em ambos os métodos colorimétricos se utilizou a centrífuga Hettich, modelo 

Rotina 420R (Alemanha), e o espectrofotômetro V-Vis Geneys-10 UV (EUA). 

 

Tabela 3.8 – Reagentes usados na quantificação açúcares redutores. 

Compostos CAS Fornecedor País 

Ácido sulfúrico 7664-93-9 ECIBRA® Brasil 

Arseniato de sódio 10048-95-0 Sigma-Aldrich® EUA 

Bicarbonato de sódio 144-55-8 Dinâmica® Brasil 

Dextrose anidra 492-62-6 Dinâmica® Brasil 

Molibdato de amônio 12054-85-2 Dinâmica® Brasil 

Sulfato de cobre 5H2O 7758-99-8 Synth® Brasil 

Tartarato de sódio e potássio 6381-59-5 Dinâmica® Brasil 

Carbonato de sódio 497-19-8 Dinâmica® Brasil 

 

3.2 MÉTODO PARA A PRODUÇÃO DE TACROLIMO 

 Para o estudo da purificação do tacrolimo foi necessário gerar caldo fermentado a 

partir de Streptomyces tsukubaensis. Os meios utilizados para a fermentação descritos neste 

tópico foram preparados a fim de gerar caldo fermentado com diferentes tipos de 

complexidade no contexto da purificação e recuperação do tacrolimo.  

 

3.2.1 Placa de Petri e tubos criogênicos 

 O procedimento para o crescimento e o armazenamento da bactéria foi realizado o 

meio de cultivo GYM Streptomyces MEDIUM de acordo com a recomendação da 

fornecedora da cepa (DSMZ Microorganisms, 2017). O meio para o cultivo em placa de 

Petri foi preparado adicionando-se glicose, extrato de levedura, extrato de malte, carbonato 
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de cálcio em água destilada. Ajustou-se o pH com soluções de NaOH e KCL. Por fim, foi 

adicionado meio sob agitação. 

 

3.2.2 Pré-inoculação e inoculação 

 O pré-inóculo e o inóculo foram baseados no trabalho de Turło et al. (2012), Tabela 

3.9. A maltose e a glicose foram esterilizadas em autoclave separadamente dos extratos de 

malte e levedura e, posteriormente, misturadas. 

 
Tabela 3.9 – Meio de pré-inoculação e inoculação (Turło et al., 2012). 

Composto Proporção massa/voluma (g/mL) 

Extrato de malte 0,6 

Glicose 0,6 

Maltose 0,6 

Extrato de levedura 0,12 

 
 Para a pré-inoculação, vertia-se o meio preparado de acordo com a Tabela 3.9 em 

cada um dos 3 erlenmeyers, que foram incubados em estufa tipo shaker sob agitação 

(Allan, 2001; Turło et al., 2012). Em 2 erlenmeyers eram adicionados uma parte do meio e 

outra de pré-inóculo. Um terceiro erlenmeyer era utilizado como controle apenas com o 

meio. Aguardou-se o crescimento do microrganismo que atingiu a densidade ótica 

adequada em aproximadamente 24 horas. Os inóculos não usados na fermentação foram 

destinados para a confecção de novas placas de Petri e criotubos. 

 

3.2.3 Fermentação  

 Três diferentes meios foram preparados, de acordo com a Tabela 3.10, para produzir 

o caldo fermentado rico em tacrolimo. Os trabalhos utilizados como referência da 

fermentação foram Turło et al. (2012), Singh e Behera (2009), Mishra e Verma (2012), 

Moreira (2018). O meio de fermentação foi preparado em frasco Schott, com pH ajustado e 

esterilizado em autoclave. Devido à instabilidade do bastão magnético (8×50 mm) no meio 

fermentativo, o procedimento foi conduzido com a menor agitação disponível no agitador 
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magnético. A fermentação foi interrompida em 96 horas com base no estudo preliminar de 

fermentação conduzido em erlenmeyer. 

 
Tabela 3.10 – Meios utilizados para fermentação. 

Compostos Relação massa/volume (g/mL) 

Fonte de Carbono Maltose (3%) Glicose (3%) OCB (3%) 

Ácido picolínico 0,0025% - - 

Peptona de soja 3% 3% 3% 

Licor de milho 1% 1% 1% 

MgSO4 0,05% 0,05% 0,05% 

KH2PO4 0,2% 0,2% 0,2% 

K2HPO4 0,4% 0,4% 0,4% 

CaCO3 0,3% 0,3% 0,3% 

OCB*: Óleo de castanha-do-brasil 

 

3.3 ESTRATÉGIA PARA A PURIFICAÇÃO DO TACROLIMO 

 O processo de purificação proposto nesta Tese foi baseado em Kino et al. (1987a) e 

nas patentes citadas no tópico “Recuperação e purificação do tacrolimo”. Ao se traçar a rota 

de purificação o processo foi dividido em pré-purificação e purificação. 

 

3.3.1 Pré-purificação 

 Na pré-purificação buscou-se retirar as impurezas grosseiras do meio de 

fermentação, concentrar o caldo fermentado a um volume compatível com o sistema 

cromatográfico e retirar o excesso de materiais coloridos, proteínas, lipídeos e açúcares. 

Para tanto, foi empregado operações como filtração e extração. 

 A pré-purificação foi iniciada após a fermentação, em que se adicionou acetona no 

caldo fermentado. A solução obtida foi filtrada com papel filtro INLAB tipo 10 depois 

evaporada até se obter um óleo viscoso e escuro, que foi extraído com a utilização de 

solventes apropriados. Ao promover a mistura do solvente usado para a extração com o 
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óleo observou-se a formação de uma mistura heterogênea de duas ou três fases. Em 

seguida, estudou-se a possibilidade de purificação da fase rica em tacrolimo utilizando o 

carvão ativado e DIAION® HP-20. Os resultados não atenderam os requisitos da 

purificação, no entanto tal estudo promoveu a possibilidade de utilizar o adsorvente 

DIAION® HP-20 como uma matriz para extrair o tacrolimo. Neste caso, DIAION® HP-20 

foi adicionada junto à fase leve e toda a solução foi evaporada em um evaporador rotativo. 

O material antes solubilizado na fase leve aderiu-se sobre a superfície do adsorvente. Para 

extrair o tacrolimo do adsorvente testaram-se diferentes solventes orgânicos. A extração foi 

conduzida em temperatura ambiente. Ao final da pré-purificação, o solvente usado na 

extração foi evaporado sob vácuo e o tacrolimo foi solubilizado em acetonitrila.  

 

3.3.2 Etapa de purificação 

 Na purificação foram testados vários sistemas cromatográficos para a purificação do 

material obtido na etapa de pré-purificação. A coluna cromatográfica e a fase móvel foram 

definidas segundo a seletividade (Equações 2.3) e a resolução (Equações 2.6). Calcularam-

se tais parâmetros com o caldo fermentado pré-purificado sob a hipótese de mistura 

pseudobinária, em que as impurezas da amostra eram representadas pelo pico mais 

expressivo do cromatograma em relação ao pico do tacrolimo.  

 O empacotamento a seco consistiu em adicionar o material particulado dentro da 

coluna, compactar o leito por vibração e repetir o processo até a coluna ser totalmente 

preenchida. Os adsorventes usados foram octadecilsilano (C18), poli (estireno-co-

divinilbenzeno) (PEDVB), grupo amino (NH2) ligado à sílica e carvão ativado.  

 A conformidade do leito foi avaliada pelo perfil de eluição. A determinação das 

porosidades e frações de vazios das colunas pode ser encontrada nos Apêndices A e B. 

 Os solventes candidatos à fase móvel foram isopropanol, etanol, metanol, 

acetonitrila, acetato de etila, hexano, ácido acético e água. O comprimento de onda do 

detector foi determinado por varredura no cromatógrafo. Utilizou-se os comprimentos 210 

nm para fase móvel com acetonitrila, água e álcoois, e 260 nm para misturas com acetato de 

etila ou hexano. 
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3.3.3 Cristalização do tacrolimo 

 No procedimento de cristalização, a solução contendo acetonitrila e água foi 

misturada com o acetato de etila. As duas fases formadas foram separadas. A mistura 

composta por acetato de etila e acetonitrila foi evaporada em rota evaporador. Os cristais 

obtidos foram lavados com água deionizada e secos à temperatura ambiente.  

 

3.4 MÉTODOS DE QUANTIFICAÇÃO  

 Ao longo da fermentação, pré-purificação e purificação foi utilizado cromatografia 

líquida para avaliar a redução da área cromatográfica das impurezas e a concentração do 

tacrolimo. Utilizaram-se também métodos colorimétricos para a quantificação de proteínas 

totais e açúcares redutores. Na fermentação, obteve-se a biomassa de células seca para a 

determinação da produção específica de cada fermentação. A seguir são apresentados os 

métodos utilizados. 

 

3.4.1 Quantificação da biomassa  

 Para quantificar a biomassa produzida na fermentação coletou-se 5 mL do meio 

fermentado e adicionou-se 5 mL de acetona. Após 12 horas de repouso as amostras foram 

filtradas com papel filtro INLAB tipo 10. O material retido foi lavado com acetona.  

 Os papeis filtros empregados na filtração foram previamente identificados e secos 

em estufa a 70 °C por 24 horas, antes e após a filtração. Definiu-se como biomassa, a massa 

total de células seca (DCW, do inglês Dry Cell Weight), que foi determinada pela diferença 

da massa antes e depois da filtração. 

 

3.4.2 Quantificação de tacrolimo 

 A quantificação do tacrolimo foi realizada em duas etapas. Na primeira, as amostras 

coletadas na fermentação foram preparadas para a quantificação no HPLC. As amostras da 

pré-purificação e purificação não exigiram a primeira etapa. No entanto, em determinadas 

situações a amostra teve de ser diluída em fase móvel para atender o espectro de 

concentração da curva de calibração, e, posteriormente, a concentração final da amostra foi 

corrigida pelo fator de diluição. A segunda etapa foi a quantificação no HPLC. Mais 
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informações sobre o método de quantificação do tacrolimo podem ser encontradas no 

Apêndice C. 

 

3.4.2.1 Preparo da amostra 

 No preparo da amostra proveniente do caldo fermentado retirou-se uma alíquota de 

5 mL e adicionou-se 5 mL de acetona. Após 24 horas a amostra foi filtrada (INLAB Tipo 

10, porosidade 3,0 µm). O filtrado foi evaporado sob vácuo (700 mmHg e 60 °C) até gerar 

um material viscoso e escuro. Tal material foi solubilizado em 5 mL de fase móvel (70% de 

acetonitrila e 30% de água) formando uma mistura bifásica ou trifásica. 

 

3.4.2.2 Quantificação em HPLC 

 Na segunda etapa, o sobrenadante foi quantificado em HPLC. A quantificação do 

tacrolimo foi realizada na coluna Phenomenex Luna® C18, diâmetro de partícula de 5 µm, 

abertura de poro de 100 Å e 250 × 4,6 mm de dimensão (Referência do fornecedor: 00G-

4041-E0).  

 A fase móvel foi constituída de acetonitrila e água na proporção volumétrica 70/30. 

As condições operacionais foram temperatura de 60°C e 1 mL/min, comprimento de onda 

de 210 nm e loop de 20 μL. A concentração do sobrenadante proveniente da fermentação, 

obtida pela curva de calibração, foi convertida na concentração do caldo fermentado de 

acordo com a Equação 3.1.  

 

AM

SNSN

Tac
V

VC
C =  (3.1) 

 

em que CTac é a concentração do tacrolimo no caldo fermentado (mg/L), CSN a concentração 

de tacrolimo no sobrenadante (mg/L), VSN é o volume do sobrenadante (mL) e VAM é o 

volume da amostra retirada do caldo fermentado (mL).  
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3.4.3.1 Procedimento de quantificação das proteínas totais 

 A quantificação foi conduzida em duplicata e aplicada a diferentes etapas da pré-

purificação. Apesar ser rápido e sensível, o método de Bradford está sujeito à interferência 

de solventes, como por exemplo, a acetonitrila. Zaia et al. (1998) sugerem diversas 

estratégias para uniformizar a absortividade específica de diferentes proteínas, dentre elas a 

utilização de meio básico para a análise. 

 No preparo das amostras foram selecionados 100 μL do material a ser quantificado. 

Quando necessário utilizou-se fator de diluição para respeitar o limite da curva de 

calibração. Na amostra foi adicionado 100 μL de NaOH (1N) e 2,5 mL de reagente de 

Bradford. As misturas foram agitadas em vórtex, e aguardou-se 20 minutos. Decorrido o 

tempo, as amostras foram lidas em 595 nm no espectrofotômetro (Pozzobon et al., 2014).  

 

3.4.3.2 Curva de Calibração 

 Na determinação da curva de calibração (Figura 3.5) utilizou-se albumina bovina 

sérica (pureza ≥ 98%) como padrão. As concentrações utilizadas foram 6,25, 12,5, 25, 50 e 

100 mg/L. 

 
Figura 3.5 – Curvas de calibração para determinação de proteínas totais. 
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Cada concentração foi preparada conforme o procedimento de quantificação das 

proteínas totais. Obteve-se, pela regressão linear, o coeficiente de determinação de 0,959 e 

Equação 3.3. 

 

593,6536,486x +=y  (3.3) 

 

3.4.4 Quantificação de açúcares redutores 

 Os monossacarídeos são açúcares redutores caracterizados por apresentarem grupos 

carbonílicos ou cetônicos livres, que são capazes de serem oxidados na presença de agentes 

alcalinos. A quantificação dos açúcares redutores foi realizada através do método 

modificado de Somogyi-Nelson, que utiliza tal reação. O princípio do método se 

fundamenta na redução de Cu++ (íon cúprico) em Cu+ (íon cuproso) através do açúcar 

redutor, formando assim, o óxido cuproso (Cu2O). Por sua vez, o Cu2O reduz 

arsenomolibdato para produzir óxido de molibdênio, composto de coloração azul, utilizado 

para quantificar os açúcares redutores (Somogyi, 1952; Nelson, 1960). O método original 

foi modificado a partir de alterações de vários métodos, inclusive o colorimétrico, em que o 

cobre é reduzido formando compostos coloridos que podem ser quantificados por 

espectrofotometria (Maldonade et al, 2013). 

 

3.4.4.1 Preparo dos reagentes 

 O reagente de Somogyi-Nelson I (SN-I) e o reagente de Somogyi-Nelson II (SN-II) 

foram preparados de acordo com Maldonade et al. (2013). No preparo do SN-I, os 

reagentes citados na Tabela 3.11 foram pesados e solubilizados na ordem descrita em 1 litro 

de água. Após 24 horas no escuro, o reagente foi filtrado e condicionado em frasco âmbar 

recoberto por folha de alumínio. No preparo do reagente SN-II dissolveu-se 50 g de 

molibdato de amônio anidro em 900 mL de água deionizada. Lentamente e sob agitação, 

adicionou-se 42 mL de ácido sulfúrico concentrado, e, em seguida, mais 50 g de arseniato 

de sódio solubilizado previamente em 50 mL de água deionizada. A solução SN-II foi 

incubada por 24 horas a 37 °C e armazenada em frasco âmbar recoberto por folha de 

alumínio. 
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Tabela 3.11 – Preparo do reagente de Somogyi-Nelson I. 

Reagentes Massa (g) 

Sulfato de cobre pentahidratado 6,25 

Carbonato de sódio anidro 24 

Bicarbonato de sódio 16 

Tartarato de sódio e potássio 12 

Sulfato de sódio anidro 18 

 
 

3.4.4.2 Procedimento de quantificação dos açúcares redutores  

 No procedimento de quantificação, realizado em duplicata, pipetou-se 0,5 mL da 

amostra a ser quantificada em tubo de ensaio. Adicionou-se 2 mL do reagente SN-I. A 

amostra foi agitada e aquecida em banho-maria a 100 °C por 6 minutos. Em seguida, 

resfriou-se a amostra por 5 minutos em banho com gelo. O reagente SN-II (2 mL) foi 

adicionado à amostra. Agitou-se novamente a amostra e aguardou-se 5 minutos. Decorrido 

o tempo, adicionou-se 25 mL de água destilada. As amostras foram quantificadas em 

espectrofotômetro utilizando o comprimento de onda de 540 nm. 

 

3.4.4.3 Curva de calibração 

 A determinação da curva de calibração foi realizada utilizando glicose como padrão. 

As concentrações usadas para a curva de calibração foram 50, 100, 200, 300, 400 e 500 

mg/L. As amostras de cada concentração foram submetidas ao procedimento descrito em 

“Procedimento de quantificação de açúcares redutores”. A absorbância foi quantificada em 

540 nm. A curva de calibração determinada é apresentada pela Figura 3.6.  

 Aplicando regressão linear simples nos dados obteve-se a Equação 3.4 e o 

coeficiente de determinação no valor de 0,999. 

 

5,162-x026,896y =  (3.4) 
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Figura 3.6 – Curvas de calibração para determinação de açúcares redutores. 

 

 

3.5 ANÁLISE DE CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA 

 Os cristais obtidos pelo processo de purificação do tacrolimo foram analisados pelo 

Laboratório de Caracterização de Biomassa, Recursos Analíticos e de Calibração (LRAC) 

da Faculdade de Engenharia Química da Universidade Estadual de Campinas.  

 A análise de DSC (do inglês Differential Scanning Calorimetry) foi conduzida no 

calorímetro diferencial de varredura Shimadzu modelo DSC-50. A curva de DSC foi 

determinada com taxa de aquecimento de 20 °C/min entre as temperaturas de 25-300 °C em 

atmosfera de nitrogênio. A vazão e a massa inicial utilizadas foram, respectivamente, de 50 

mL/mim e 1,579 mg.  
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CAPÍTULO 4 

 

 RESULTADOS E DISCUSSÕES 4.

 O capítulo 4 aborda a pré-purificação e purificação do tacrolimo. Tais processos 

tiverem em conta as características e propriedades do meio fermentativo. No estudo da pré-

purificação gerou-se 3 caldos fermentados obtidos com as fontes de carbono: maltose, 

glicose e óleo de castanha-do-brasil. Diferentes métodos de separação foram aplicados em 

cada meio e, a partir dos dados levantados, definiu-se a estratégia de pré-purificação.  

 A segunda parte do estudo abordou a purificação cromatográfica e como se deu a 

escolha das fases estacionárias e fases móveis. Os resultados de cada sistema 

cromatográfico são apresentados e discutidos. Ao final da purificação estudaram-se 

métodos para a cristalização do tacrolimo. Por fim, é apresentado neste capítulo o processo 

completo de purificação.  

 

4.1 PRÉ-PURIFICAÇÃO DO TACROLIMO 
 

4.1.1 Fermentação 

 A fermentação foi responsável por gerar a matéria prima utilizada no processo de 

pré-purificação. A meta deste processo foi reduzir o volume de caldo e impurezas que 

poderiam saturar rapidamente o sistema cromatográfico utilizado na etapa seguinte. 

 Os caldos fermentados foram preparados com fontes de carbono diversificadas para 

se obter o tacrolimo. Do ponto de vista de bioprocesso a utilização de diferentes substratos 

se mostrou importante frente a complexidade química e diversidade das impurezas 

produzidas, ou não consumidas, na obtenção do fármaco. De acordo com Wang et al. 

(2017), as impurezas do caldo fermentado são proteínas, amino ácidos, ácidos graxos e 

metabólitos primários.  
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4.1.1.1 Meios de fermentação 

 A primeira formulação para a produção do caldo fermentado baseou-se no melhor 

resultado obtido por Turło et al. (2012) que obtiveram 33,28 mg/L de tacrolimo. Os autores 

utilizaram o dissacarídeo maltose como fonte de carbono e ácido picolínico como aditivo. 

Apesar de Moreira (2018) concluir que a utilização de aditivos não favorece a produção de 

tacrolimo, manteve-se a formulação original de Turło et al. (2012). 

 Os aditivos aqui citados são substâncias que promovem a biossíntese do tacrolimo. 

Em geral, se tratam de moléculas com anel heterocíclico de cinco carbonos com o 

heteroátomo nitrogênio como, por exemplo, o ácido picolínico. Ou pode ser tratar de 

moléculas de cadeia aberta como, por exemplo, a L-lisina. 

 O meio de fermentação mais simples no que refere à bioprocesso foi produzido com 

o monossacarídeo glicose. A formulação baseada em Turło et al. (2012) foi mantida, 

entretanto a fonte primária de carbono foi alterada para glicose e retirou-se o aditivo da 

fermentação. 

 O meio mais complexo produzido foi utilizando óleo vegetal de castanha-do-brasil 

(OCB). Os óleos vegetais são quimicamente mais complexos para a purificação do que os 

açúcares simples como, por exemplo, a maltose e a glicose. O OCB contém açúcares, 

proteínas, glicerídeos, amino ácidos, lipídeos e ácidos graxos em sua composição (Müller et 

al., 1995). Além disso, é fonte de vários aditivos como, por exemplo, vitamina B, L-lisina, 

prolina, histidina e outros (Chunhieng et al., 2004). A formulação do meio fermentativo foi 

mantida e alterou-se a fonte de carbono para o óleo de castanha-do-brasil. 

 A utilização de óleo vegetal para a produção de tacrolimo foi reportado por Singh e 

Behera (2009) e Mishra e Verma (2012). Singh e Behera (2009), por exemplo, utilizaram 

óleos de amendoim, soja e algodão, enquanto que Mishra e Verma (2012) utilizaram óleo 

de girassol, amendoim, algodão e colza (canola). No entanto, o óleo de castanha-de-brasil 

ainda não foi citado na literatura.  

 Os óleos vegetais utilizados como fonte de carbono e nitrogênio por Singh e Behera 

(2009) e Mishra e Verma (2012) apresentaram maiores produções de tacrolimo em relação 

aos meios fermentativos que utilizaram açúcares (Jung et al., 2009, Singh e Behera 2009, 

Mishra e Verma 2012 e Wang et al. 2017).  
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 Na literatura, foram encontrados autores que reportaram a produção máxima de 

tacrolimo entre 160 e 180 horas (Turło et al. 2012; Xia et al., 2013; Wang et al., 2017). No 

entanto, Singh e Behera (2009), e Su e Ye, (2015) apresentam perfis de produção do 

fármaco, em que após 96 horas a concentração forma um platô, como o ocorrido na Figura 

4.1 entre 96 e 144 horas. 

 Dado as informações da Figura 4.1 definiu-se encerrar a fermentação em 96 horas e 

não em 144 horas, onde a produção de tacrolimo é máxima. Tal decisão foi tomada com 

base em reduzir o tempo de fermentação e priorizar a purificação. Além disso, espera-se 

que em 96 horas haja matéria prima não convertida, aumentando desta forma a 

complexidade do caldo fermentado do ponto de vista de bioprocesso.  

 

4.1.1.3 Desempenho da fermentação  

 A Tabela 4.1 apresenta a produção de tacrolimo, produção de biomassa e a 

produção específica após as 96 horas de fermentação. A produção específica foi definida 

como a razão entre concentração de tacrolimo e a biomassa dado em mg/g. 

 
Tabela 4.1 – Produção de tacrolimo, biomassa e específica da obtenção do tacrolimo. 

Produção Maltose Glicose OCB 

Produção tacrolimo (mg/L) 38,40 ± 2,34 33,06 ± 2,08 47,40 ± 0,31 

Produção biomassa (g/L ou DCW)  7,40 ± 1,25 11,60 ± 2,52 8,97 ± 1,12 

Produção especifica (mg/g) 5,19 ± 0,05 2,85 ± 0,14 5,29 ± 0,06 

 

 Singh e Behera (2009) testaram diversas fontes de carbono e aminoácidos para a 

produção de tacrolimo, incluindo óleos vegetais e aditivos, e temperatura próxima dos 

experimentos desta Tese. Além disso, as fermentações dos autores apresentaram perfil de 

produção de tacrolimo similar à fermentação da Figura 4.1. Portanto, tal trabalho foi 

utilizado como referência na avaliação dos resultados aqui obtidos. 

 Singh e Behera (2009) utilizaram óleo de amendoim, óleo de algodão e óleo de soja, 

e obtiveram, respectivamente, a produção específica de 5,48 ± 0,14, 4,78 ± 0,09 e 5,88 

mg/g ± 0,06. Dos aditivos testados a maior produção específica obtida por Singh e Behera 
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(2009) foi com a L-lisina em meio ácido, 5,31 mg/g ± 0,10. A menor foi com DL-

metionina, produção específica de 2,83 mg/g ± 0,02. 

 Na Tabela 4.1, a fermentação com óleo de castanha-do-brasil apresentou a maior 

produtividade específica. A fermentação com a maltose e ácido picolínico apresentou 

valores próximos aos resultados obtidos na produção com óleo da castanha. Os meios com 

maltose e o OCB se assemelham aos resultados obtidos por Singh e Behera (2009) com L-

lisina em meio ácido e óleo de soja, respectivamente. Já a fermentação com glicose, apesar 

da alta produção de biomassa, gerou pouco tacrolimo. É provável que a Streptomyces 

tsukubaensis utilize a glicose em favor do aumento de biomassa ao invés da produção de 

tacrolimo. 

 Uma característica interessante é a diferença de aproximadamente 90% na 

concentração de tacrolimo do caldo fermentando com maltose na Tabela 4.1 em relação à 

concentração do caldo fermentado em shaker com 96 horas apresentado na Figura 4.1. Tal 

comportamento pode estar ligado com 3 fatores. O primeiro é as amostragens realizadas 

apenas na fermentação em shaker, onde se retirava 7 mL do caldo a cada 24 horas, 

perdendo assim a quantidade de meio em 63 mL de meio fermentado e consequentemente 

reduzindo a quantidade de biomassa. Outro fator que pode ter contribuído se refere ao 

micro-organismo estar mais bem adaptado ao meio de cultura quando inoculado no reator 

de 2 L já que a Streptomyces tsukubaensis já havia sido incubada no inóculo com o mesmo 

meio por pelo menos 24 horas. Por fim, a própria geometria e agitação do frasco Schott 

pode ter proporcionado um teor de oxigênio dissolvido ao meio de fermentação mais 

adequado do que no Erlenmeyer usado para a fermentação em shaker. 

 É interessante notar que o OCB já apresenta em sua constituição moléculas de 

interesse para a fermentação do tacrolimo como, por exemplo, a L-lisina que é um 

precursor do tacrolimo. De acordo com Chunhieng et al. (2004) a composição mineral da 

castanha-do-brasil é: 97,47 mg/g de nitrogênio; 23,80 mg/g de fosforo; 19,69 mg/g de 

potássio; 6,06 mg/g de cálcio; 13,38 mg/g de magnésio; 0,02 mg/g de sódio; 0,08 mg/g de 

ferro; 0,05 mg/g de manganês; 0,12 mg/g de zinco; e 0,13 mg/g de selênio. Muitos destes 

sais são adicionados ao meio de fermenta para de fornecer os micronutrientes necessários à 

bactéria. Além disso, na composição também é encontrada vitaminas A, B1, B2, e 
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aminoácidos como, por exemplo, L-lisina, prolina, histidina (Müller et al., 1995; 

Chunhieng et al., 2004). 

 

4.1.2 Etapas do processo de pré-purificação  

 A pré-purificação foi iniciada na sequência da fermentação. O meio fermentativo 

com maltose e ácido picolínico foi o primeiro caldo a ser estudado. Subsequentemente os 

outros foram testados. Baseado no método de quantificação do tacrolimo, o caldo 

fermentado foi extraído com acetona. Em seguida, o material foi evaporado obtenção de um 

material viscoso e escuro. O material formado foi diluído em diferentes solventes orgânicos 

citados na Tabela 4.2. No método de quantificação avaliou-se a área percentual do pico 

cromatográfico e concentração do tacrolimo, como pode ser observado na Tabela 4.2. A 

área percentual do tacrolimo foi calculada pela razão entre a área do tacrolimo e a área total 

do cromatograma. A concentração do fármaco foi determinada através da curva de 

calibração apresentada no tópico “3.4.2 Quantificação de tacrolimo”.  

 
Tabela 4.2 – Extração preliminar do composto oleoso produzido via fermentação utilizando 
maltose como fonte de carbono. 

Solvente Concentração de tacrolimo (mg/L) Área do tacrolimo (%) 

Acetona 27,46 ± 2,50 1,61 

Acetonitrila 94,58 ± 7,81 0,47 

Etanol 45,66 ± 0,60 - 

Isopropanol 58,11 ± 1,49 - 

Acetato de etila 17,69 ± 1,09 0,07 

Hexano 72,25 ± 5,52 9,32 

 

 Nas extrações com o isopropanol e etanol o detector do HPLC foi saturado, portanto 

não foi possível determinar a área total do cromatograma. Neste caso específico não foi 

possível realizar diluições para a quantificação do sistema, pois a concentração do 

tacrolimo ficou abaixo de limite de detecção do equipamento. O hexano mostrou a melhor 

seletividade tendo como referência a área do pico cromatográfico. A acetonitrila apresentou 
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a melhor capacidade de extrair o tacrolimo do caldo fermentado, no entanto apresentou 

menor seletividade em relação ao hexano. Nesta etapa do processo, jugou-se mais 

importante realizar a extração com acetonitrila no qual o tacrolimo é altamente solúvel, ao 

invés de utilizar o hexano que tende a ser mais seletivo. Além disso, o tacrolimo é apenas 

parcialmente solúvel em hexano.  

 O experimento da Tabela 4.2 foi repetido com uma solução aquosa de acetonitrila. 

As fermentações que utilizavam açúcar como fonte de carbono apresentaram uma mistura 

bifásica. Na foto da Figura 4.2 pode-se observar a diferença entre a fase leve (menos densa) 

e a fase pesada (mais densa).  

 

 
Figura 4.2 – Mistura bifásica obtida ao se diluir o composto oleoso da fermentação com 

maltose com solução aquosa de acetonitrila. 
 

 A mistura foi incubada em câmara fria para promover a separação das fases. As 

fases foram separadas por um funil de separação graduado e o tacrolimo foi quantificado 

em ambas as fases. A concentração de tacrolimo da fase pesada foi 5,88 mg/L ± 0,01, 

enquanto que concentração do fármaco na fase leve foi de 144,49 mg/L ± 1,24. 

 O experimento foi reproduzido com a solução aquosa com os caldos fermentados 

com glicose e óleo de castanha-do-brasil. O caldo processado a partir da fermentação 

conduzida com o óleo vegetal apresentou a formação de uma mistura trifásica ao invés da 

bifásica, como observado na Figura 4.3. Neste caso, as três fases foram separadas por 
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decantação. A fase intermediária, constituída pelo óleo não consumido durante a 

fermentação, foi extraída com acetonitrila. O extrato foi misturado à fase leve.  

 

  
Figura 4.3 – Mistura trifásica obtida ao se diluir o composto oleoso da fermentação com 

óleo de castanha-do-brasil com solução aquosa de acetonitrila 50%. 
 

 Apesar de visualmente a amostra ter se tornado mais incolor foi necessário 

aumentar nível de pureza. Para tanto, a fase leve foi purificada com resinas de adsorção. Os 

adsorventes testados foram carvão ativado, obtido a partir de palha de coco, e o adsorvente 

DIAION® HP-20.  

 O carvão ativado adsorveu o material colorido, no entanto removeu 98% da massa 

do tacrolimo presente na amostra. Houve tentativas de dessorver o fármaco por variação de 

pH e temperatura, mas nenhum sucesso foi obtido.  

 A DIAION® HP-20 reduziu em 21,52% a área das impurezas, enquanto a área do 

tacrolimo se manteve constante, porém ainda havia impurezas para uma purificação 

cromatográfica. Dado os resultados da adsorção com a DIAION® HP-20, uma nova 

estratégia, no modo a se empregar o adsorvente, foi testada. Após a adição da DIAION®  

HP-20 à fase leve, evaporou-se toda a fase líquida. Todo o material, antes solubilizado na 

fase leve, aderiu-se sobre a DIAION® HP-20. 

 Testaram-se diferentes solventes para extrair o tacrolimo, entre eles estão: metanol, 

etanol, isopropanol, hexano, acetonitrila e acetato de etila.  O metanol, etanol e isopropanol 

extraíram tanto o tacrolimo como também as impurezas. Na Figura 4.4 pode-se observar o 

cromatograma do sobrenadante dos 3 melhores solventes. 
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Figura 4.5 – Comparação da coloração na amostra de DIAION® HP-20 antes e após a etapa 

de purificação. 
 

 O acetato de etila utilizado para extrair o tacrolimo foi evaporado e o material não 

volatilizado foi solubilizada em acetonitrila, solvente empregado na etapa seguinte da 

purificação. Ao final da pré-purificação, denominou-se o caldo tratado de amostra pré-

purificação (APP). 

 

4.1.3 Definição das etapas do processo de pré-purificação 

 

4.1.3.1 Processo de pré-purificação 

 Em linhas gerais, o processo de pré-purificação se resume nos seguintes passos:  

Passo (a): A fermentação foi encerrada com a adição de acetona para extrair o 

tacrolimo intracelular. A mistura foi filtrada em papel filtro com abertura de poro com no 

máximo 3 µm de diâmetro. A biomassa foi lavada com acetona. 

Passo (b): O clarificado foi reduzido a cerca de 2% de seu volume inicial até a 

obtenção de um óleo escuro e viscoso. Ainda neste Passo, pode ser obtido mistura bifásica 

ou trifásica. Fermentações que utilizam óleos como fonte de carbono (por exemplo, óleo de 

soja, girassol, algodão, castanha-do-brasil, etc.) formam uma fase intermediária entre a fase 

leve, rica em tacrolimo, e a fase pesada. 

Passo (c): As fases formadas foram separadas em um funil de separação graduado. A 

fase intermediária, caso formada, foi extraída com acetonitrila.  

Antes Depois 
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Passo (d): A resina DIAION® HP-20 com diâmetro médio de partícula de 500 μm foi 

adicionada à mistura gerada no Passo (c). A proporção do adsorvente utilizado foi 70% em 

volume. A mistura foi concentrada sob vácuo. O material que foi impregnado no 

adsorvente ao fim da evaporação foi extraído com acetato de etila. O acetato de etila rico 

em tacrolimo foi totalmente evaporado. O material não volátil, incluindo o fármaco, foi 

solubilizado em acetonitrila e filtrado.  

 

4.1.3.2 Avaliação do processo de pré-purificação 

 Para avaliar a pré-purificação utilizou-se 3 caldos fermentados e coletou-se 3 pontos 

ao longo do processo. Os caldos fermentados referem-se aos meios produzidos com as 

diferentes fontes de carbono: maltose, glicose e óleo de castanha-do-brasil (OCB). Os 

pontos escolhidos para serem analisados foram:  

• Extrato que foi preparado com a mistura de caldo fermentado e acetona. Todo o 

conteúdo foi filtrado para separar o material particulado do líquido.  

• Fase leve que se refere à fase menos densa da mistura formada da diluição com 

acetonitrila e água do óleo viscoso obtido da evaporação sob vácuo. Tal amostra é 

ponto intermediário no processo de pré-purificação. 

• Amostra pré-purificada (APP) que é o produto final da pré-purificação e diluída em 

acetonitrila. 

 

 À medida que o caldo foi processado avaliou-se a diminuição de açúcares redutores 

pelo método modificado de Somogyi-Nelson, proteínas totais pelo método de Bradford e o 

tacrolimo através do método de quantificação definido nesta Tese. Os resultados obtidos 

são apresentados na Tabela 4.3. O rendimento foi definido como a razão da massa de 

tacrolimo do final da operação em relação à massa do início. As maiores reduções de 

açúcares redutores e proteínas totais ocorreram entre o caldo fermentado e a fase leve. As 

fermentações com maltose e glicose apresentaram grande quantidade de açúcares redutores 

em relação à fermentação com óleo de castanha-do-brasil. Este comportamento se manteve 

para proteínas totais. 
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Tabela 4.3 – Pré-purificação do tacrolimo com diferentes fontes de carbono. 

Amostra 
Fonte de 

carbono 

Proteínas 

totais (mg) 

Açúcares 

redutores (mg) 

Tacrolimo 

(mg) 

Rend. 

(%) 

Extrato Maltose 93,68 ± 11,02 680,09 ± 87,37 9,60 ± 0,58 100,00 

Fase leve Maltose 1,65 ± 0,83 42,14 ± 3,91 8,79 ± 0,63 91,54 

APP Maltose 0,92 ± 0,18 3,82 ± 0,017 7,19 ± 1,86 74,93 

Extrato Glicose 75,77 ± 37,20 448,82 ± 68,4 4,96 ± 0,94 100,00 

Fase leve Glicose 5,25 ± 2,62 61,04 ± 16,77 4,88 ± 0,82 98,30 

APP Glicose 1,96 ± 0,25 26,45 ± 2,64 3,70 ± 0,11 74,70 

Extrato OCB 19,29 ± 11,02 186,72 ± 46,25 11,85 ± 0,99 100,00 

Fase leve OCB 14,11 ± 7,05 37,28 ± 3,51 10,25 ± 1,49 86,50 

APP OCB 1,95 ± 0,40 3,53 ± 1,18 9,67 ± 0,92 81,64 

 

 A concentração do fármaco aumentou 70 vezes ao longo da pré-purificação visto à 

redução de volume. Em média o volume inicial foi reduzido em 84,5% até a fase leve e 

98,8% até chegar à amostra pré-purificada. Nas três pré-purificações a perda de tacrolimo 

entre as amostras foram proporcionais entre os caldos fermentados. Entre o extrato e a fase 

leve foram reduzidos em média 16,9% da massa de tacrolimo e 28,6% entre o início e o fim 

da pré-purificação. A redução de proteínas totais e açúcares redutores entre o extrato e fase 

leve foi em média 92,5% e 93,11%, respectivamente. Enquanto que entre o início e o final 

do processo de pré-purificação, proteínas totais e açúcares redutores foram ambos 

reduzidos em média 98,3%.  Visualmente foi possível observar a clarificação do caldo 

fermentado ao longo dos processos da pré-purificação. A foto da Figura 4.6 apresenta o 

extrato concentrado, fase leve e amostra pré-purificada proveniente do caldo obtido pela 

fermentação realizada com maltose e ácido picolínico.  A pré-purificação do tacrolimo, 

descrito entre o passo (a) e (d), foi eficiente no condicionamento do caldo fermentado para 

a purificação com cromatografia líquida adsortiva.  
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Figura 4.6 – Amostras da pré-purificação do caldo fermentado com glicose: Caldo 

concentrado (esquerda), fase leve (meio) e amostra pré-purificada (direita). 
 
 

4.2 PURIFICAÇÃO DO TACROLIMO 
 

4.2.1 Definição das fases estacionárias 

 Na purificação de alta resolução buscou-se estabelecer o sistema cromatográfico 

para purificar o tacrolimo com alto teor de pureza a partir do caldo pré-purificado. O passo 

inicial foi identificar as fases estacionárias para a separação. Usou-se como critério a 

seletividade e resolução. Tais parâmetros foram determinados sob a consideração de 

mistura pseudobinária, em que as impurezas eram representadas pelo pico mais relevante 

no cromatograma em relação ao tacrolimo. 

 Na purificação foram testados adsorventes com diferentes níveis de polaridade. Os  

Estudados foram sílica funcionalizada com o grupo amino (coluna NH2), sílica 

funcionalizada com octadecilsilano (coluna C18) e poli(estireno-co-divinilbenzeno) 

(PEDVB). Os solventes testados foram metanol, etanol, isopropanol, tetrahidrofurano, 

acetato de etila, n-hexano, acetonitrila, ácido acético e água. 

 A partir do estudo preliminar encontraram-se duas fases estacionárias promissoras, a 

sílica ligada ao grupo NH2 e a C18. Ambos adsorventes reconheceram o tacrolimo 

utilizando diferentes fases móveis como, por exemplo, metanol e água. Entretanto, 

definiram-se para as duas colunas a fase móvel constituída de acetonitrila e água.  
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 Uma característica importante a cerca dos adsorventes selecionados são as 

propriedades físico-químicos de seus respectivos sítios ativos. A coluna amino é 

funcionalizada com o grupo NH2 que lhe confere uma área superficial com caráter polar. 

No caso específico da coluna NH2 quando utilizada com fase móvel aquosa com alto teor 

de solvente orgânico ocorre a cromatografia por interação hidrofílica, HILIC (do inglês 

hydrophilic interaction chromatography). Neste modo de operação, a fase estacionária 

interage fortemente com a água presente na fase móvel. A água adsorvida na superfície do 

adsorvente é quem promove a separação cromatográfica pelo fenômeno de partição. Sendo 

o tacrolimo praticamente insolúvel em água, o fármaco não interage com superfície do 

adsorvente. Em contrapartida, a coluna C18 empega octadecilsilano em sua estrutura para 

lhe proporcionar uma superfície hidrofóbica, que é favorável à interação de moléculas com 

caráter apolar, como é o caso do tacrolimo. A seguir são apresentados os resultados desses 

dois sistemas cromatográficos.  

 

4.2.1.1 Coluna C18 

 A coluna C18 (250×10 mm) foi preenchida pelo método de empacotamento a seco 

no LTM. A conformidade do empacotamento foi avaliada pela pressão da coluna, perfil de 

eluição do pico cromatográfico, porosidade total (εT) e fração de vazios (ε).  

 A porosidade total (εT) foi determinada pelo método dos momentos através da 

Equação 2.8 e obteve-se o valor de 0,643. O valor de 0,357 para a porosidade da partícula 

(εp) foi gentilmente fornecida pela Grace Materials Technologies. A fração de vazios foi 

determinada pela Equação 2.7 e obteve-se o valor de 0,446. Ramos (2014) obteve o valor 

de 0,686 para a porosidade total de um leito empacotado com C18 e as mesmas dimensões. 

No Apêndice A são apresentados os detalhes do procedimento de obtenção dos valores de 

εT e ε.  

 O estudo com a coluna C18 foi iniciado com o padrão de tacrolimo. Avaliou-se a 

temperatura (T) e a porcentagem de água na fase móvel. A Tabela 4.4 apresenta a largura 

do pico cromatográfico a meia altura (Wh), tempo de retenção total (tR) do tacrolimo e o 

número de pratos teóricos (N) determinado pela Equação 2.5. O erro do parâmetro Wh não 

foi apresentado porque era desprezível. 
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Tabela 4.4 – Estudo preliminar da temperatura e porcentagem de água na fase móvel  
(150 mg/L de tacrolimo padrão, vazão de 5 mL/min e loop de 20 μL). 

T (°C) Água (%) Wh (min) tR (min) N 

40 

30 0,669 7,061 ± 0,675 354 

40 1,011 12,244 ± 1,009 610 

50 2,269 31,68 ± 2,269 970 

50 

30 0,464 6,7 ± 0,464 651 

40 0,711 11,806 ± 0,706 1145 

50 1,650 30,688 ± 1,650 1714 

60 

30 0,359 6,318 ± 0,360 924 

40 0,557 11,221 ± 0,557 1627 

50 1,289 29,206 ± 1,289 2530 

 

 Na Tabela 4.4 nota-se o aumento expressivo do tempo de retenção a medida que o 

teor de água se eleva. A interação de adsorção do fármaco com a superfície hidrofóbica da 

sílica C18 é favorecida quanto mais aquosa for a fase móvel. O comportamento ocorre 

devido à insolubilidade do tacrolimo em água. O aumento na proporção de água também 

contribuiu para o alargamento do pico cromatográfico. Entretanto, nas condições do estudo 

da Tabela 4.4, o aumento do tempo de retenção do tacrolimo é mais significativo para o 

aumento da eficiência da coluna do que a redução do número de pratos promovido pelo 

alargamento da banda cromatográfica.  

 O aumento da temperatura promoveu a diminuição do tempo de retenção do 

tacrolimo e da largura do pico cromatográfico. Tais resultados corroboram com os dados 

termodinâmicos da Tabela 4.5 determinados na coluna C18 analítica (250 × 4,6 mm). O 

experimento foi realizado nas condições da Tabela 4.4. As entalpias de adsorção (ΔH) 

foram obtidas pelas Equações 2.2 e 2.9 com as temperaturas de 40, 50 e 60 °C, em 

diferentes proporções de água na fase móvel e vazão de 1 mL/min.  

Os valores de entalpia de adsorção (ΔH) do tacrolimo são negativos e inferiores a 50 

kJ/mol sugerindo que o fenômeno de adsorção é físico e exotérmico. Logo, quanto maior a 
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temperatura utilizada no sistema, menor é o tempo de retenção do composto no leito 

cromatográfico e a contribuição para a dispersão axial (Ruthven, 1984; Lämmerhofer, 

2010; Ferrari, 2014). 

 

Tabela 4.5 – Valores de entalpia de adsorção do tacrolimo em coluna analítica C18. 

Proporção de água na fase móvel (%) ΔH (kJ/mol) ΔS (J/Kmol) R2 

30 -6,484 -6,058 0,999 

40 -4,431 6,107 0,993 

50 -3,722 17,038 0,989 

 

 A proporção de solvente usada na fase móvel foi determinada na Figura 4.7 com 

base na seletividade (α), resolução (Rs) e tempo de retenção (t’R). Os valores de seletividade 

foram determinados com as Equações 2.2 e 2.5, enquanto que as resoluções foram obtidas 

pela Equação 2.6. 

 

 
Figura 4.7 – Resolução, seletividade, pressão e tempo de retenção do tacrolimo em relação 

à impureza da amostra pré-purificada provenienta de fermentação com maltose. 
 

 Na Figura 4.7, a pressão aumenta com o aumento da proporção de água em uma 

evolução quase linear. O parâmetro ficou bem abaixo do limite de operação, 250 kgf/cm². 
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Em relação ao tempo de retenção ocorre um aumento significativo quando a proporção de 

água na fase móvel excedeu os 40%. Este comportamento está ligado à insolubilidade do 

tacrolimo em água, que tende a interagir com a fase estacionária por mais tempo. 

 O melhor resultado da seletividade e resolução foi com a fase móvel com 60% de 

água. Entretanto, o tempo de retenção foi extremamente elevado, contribuindo muito para o 

alargamento da banda cromatográfica. Definiu-se para a separação a fase móvel de 

acetonitrila e água na proporção volumétrica de 60/40 e temperatura de 60 °C. No entanto, 

a proporção de água na fase móvel pode ser maleável, visto que todas as proporções 

testadas atendem a separação cromatográfica. 

 Após a definição da fase móvel e a temperatura de operação, estudou-se a 

sobrecarga da coluna. Tal estudo teve caráter preliminar visto que não havia sido definido 

ainda o quão eficiente o processo de pré-purificação deveria ser. Neste caso, foram 

injetadas amostras de padrão de tacrolimo (100 mg/L) e a fase leve obtida do caldo 

fermentado com maltose (100 mg/L) utilizando alças de amostragens de 20, 200 e 600 μL 

como por ser observado na Figura 4.8. A alças de amostragens, também conhecida por 

loop, cromatográfico consiste em uma tubulação que limita o volume do material injetado 

na coluna cromatográfica a cada batelada.  

 

 
Figura 4.8 – Perfil de eluição do tacrolimo e fase leve. 
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 De acordo com a Figura 4.8, a coluna cromatográfica se mostrou capaz de separar o 

tacrolimo dos epímeros formados. O tacrolimo diol e C-10 eluem em 13,70 e 9,78 minutos, 

respectivamente. Outros picos também são observados. Há indícios de que tais compostos 

sejam possíveis fármacos produzidos pela fermentação, dentre eles a ascomicina e 

meridamicina, já reportados por outros autores na produção de tacrolimo com Streptomyces 

tsukubaensis (Jung et al., 2011; Chen et al., 2012; Barreiro e Martínez-Castro, 2014). 

 Na sobrecarga de volume se esperava que o soluto formasse um platô ao invés do 

pico cromatográfico quase simétrico em 16,74 minutos. Tal comportamento é um 

indicativo de que a coluna suporta volumes maiores de injeção. Apenas com o loop de 20 

μL os picos das impurezas e do tacrolimo ficaram bem definidos. Nos loops de 200 e 600 

μL, observa-se que o tacrolimo eluiu sobre a calda direita do pico principal de impureza e 

não houve linha de base (quando a base do cromatograma toca o eixo x  

 

4.2.1.2 Coluna NH2 

 A coluna NH2 (100 × 10 mm) foi empacotada a seco no LPTM. A conformidade do 

empacotamento foi avaliada pela pressão da coluna, perfil de eluição do pico 

cromatográfico, porosidade total (εT), porosidade da partícula (εp) e fração de vazios (ε). Os 

parâmetros εT e ε foram determinados pela Equação 2.8 com os compostos inertes TTBB e 

azul de dextrana, respectivamente. A εp foi calculada pela Equação 2.7. A obtenção dos 

valores está descrita no Apêndice B e são de 0,546 e 0,434 e 0,199 para εT, ε e εp. 

 Os mesmos solventes testados na coluna C18 foram utilizados na coluna NH2 para a 

purificação do tacrolimo. Comparativamente, devido ao caráter polar distinto entre as 

colunas cromatográficas, foi observada a inversão na ordem de eluição entre o tacrolimo e 

as impurezas do caldo fermentado. As fases móveis que se mostraram capazes de purificar 

o fármaco foram acetonitrila pura, acetonitrila misturada à água, ou algum álcool 

(isopropanol, metanol ou etanol) misturado com a água. 

 A Figura 4.9 apresenta o cromatograma do padrão de tacrolimo a 25 °C. No 

cromatograma, os epímeros do tacrolimo coeluem no mesmo tempo de retenção que o 

fármaco, 4,87 minutos. O tempo de retenção é muito próximo ao tempo de retenção do 

1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB), 4,32 minutos, composto inerte na coluna NH2.  
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solventes na fase móvel, apresenta característica hidrofóbica. Deste modo, as moléculas que 

primeiro eluem em uma das colunas serão as retardatárias na segunda, pois a ordem de 

eluição é invertida.  

 Os cromatogramas são apresentados apenas até 20 minutos para explorar a relação 

do tacrolimo com as impurezas coeluídas. No entanto, quanto menor o teor de acetonitrila 

maior é o tempo de retenção das moléculas solúveis em água. No caso da fase móvel 

constituída por acetonitrila pura o último pico observado foi em 45 min.  

 

4.2.2 Purificação do tacrolimo por cromatografia 

 

4.2.2.1 Processo de purificação cromatográfica e cristalização do tacrolimo 

 O processo para a purificação do tacrolimo com alta resolução foi realizado através 

de dois sistemas cromatográficos e foram baseados nos estudos de separação 

cromatográfica nas colunas C18 e NH2.  

 No primeiro sistema de cromatografia líquida adsortiva, a coluna NH2 foi usada 

com a fase móvel acetonitrila e água para separar as impurezas altamente solúveis em água 

do tacrolimo. No sistema seguinte, o tacrolimo foi isolado utilizando diferença de 

polaridade na coluna de fase reversa C18 e fase móvel composta por acetonitrila e água. No 

final do processo o tacrolimo foi cristalizado. A purificação foi definida como apresentado 

nos passos (a), (b) e (c) de purificação. 

 Passo (a): A amostra pré-purificada foi purificada na coluna recheada com sílica de 

cromatografia de interação hidrofílica Luna® NH2 e fase móvel constituída por acetonitrila 

e água. A banda cromatográfica que contém o tacrolimo eluiu da coluna logo nos primeiros 

minutos da separação, entre 4,5 e 4,5 minutos. Para diminuir o tempo de ciclo 

cromatográfico regenerou-se a coluna com solução aquosa com acetonitrila após a coleta do 

tacrolimo.  

 Passo (b): O volume coletado no Passo (a) foi injetado na coluna recheada com a 

sílica de fase reversa octadecilsilano. Utilizou-se a mesma fase móvel do Passo (a).  

 Passo (c): O material eluído da coluna C18 foi diretamente coletado e misturado em 

acetato de etila e resfriado. Após o término da coleta, o material obtido na coluna C18 foi 

resfriado para facilitar a separação de fases entre a água e os solventes orgânicos acetatos 
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 A Tabela 4.6 apresenta o volume total de injeção (Vinj), volume total coletado (Vcol), 

concentração de tacrolimo injetado (Cinj), concentração de tacrolimo no material coletado 

(Ccol) e o rendimento. Definiu-se o rendimento como a razão entre a massa de tacrolimo 

que entrou e saiu da coluna.  

Na purificação com a coluna NH2 o maior rendimento foi do caldo fermentado 

produzido com o óleo de castanha-do-brasil, enquanto que o menor foi realizado com o 

meio proveniente de glicose.  

 A purificação com a coluna C18 apresentou alto rendimento, próximo dos 100%. O 

tacrolimo, recém-coletado da coluna C18, apresentou pureza superior a 99% e estava 

solubilizado em acetonitrila e água. 

 
Tabela 4.6 – Rendimentos da purificação do tacrolimo para fermentações utilizando 
diferentes amostras pré-purificadas (APP). 

Col. APP Vinj (mL) Vcol (mL) Cinj (mg/L) Ccol (mg/L) Rend. (%) 

NH2 Maltose 3,0 7,50 1438,68 ± 372,80 545,37 ± 8,81 94,77 

C18 Maltose 5,6 160,0 545,37 ± 8,81 18,91 ± 0,37 99,09 

NH2 Glicose 3,0 7,50 740,94 ± 21,34 235,82 ± 2,92 79,57 

C18 Glicose 2,4 56,0 235,82 ± 2,92 10,04 ± 2,92 99,32 

NH2 OCB 4,2 6,0 841,48 ± 70,66 571,38 ±178,36 97,00 

C18 OCB 2,1 102,0 571,38 ± 178,36 11,59 ± 2,79 98,53 

 

 O rendimento do meio fermentado com a glicose na coluna NH2 apresentou baixo 

valor em comparação aos outros resultados obtidos na Tabela 4.6. É provável que tal fato 

tenha ocorrido devido à falha humana no momento da coleta. O experimento não foi 

novamente realizado, pois gerar a matéria prima necessária através da fermentação e pré-

purificação.  

 

4.2.2.3 Cristalização do tacrolimo e fluxograma da purificação. 

 No Passo (c) foram testados diferentes métodos de cristalização. O maior desafio da 

cristalização foi a reação de epimerização do tacrolimo com a água presente na fase móvel 
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 Para se avaliar o processo descrito nesta Tese preparou-se 3 L de caldo fermentado 

utilizando óleo de castanha-do-brasil como fonte primária de carbono de acordo com a 

formulação proposta pela Tabela 3.10. O caldo fermentado bruto apresentou 194 mg ± 30 

de tacrolimo. 

 Os 3 L de caldo fermentados foram extraído com acetona. A mistura foi agitada e 

incubada por 40 minutos. O material foi filtrado em papel filtro. O material filtrado foi 

evaporado até a formação de um óleo escuro e viscoso. Diluiu-se o óleo em solução aquosa 

de acetonitrila. A acetonitrila usada na extração foi misturada com a fase menos densa 

gerando 2 L. 

 Os 2 L de extrato obtidos da fermentação foram evaporados com DIAION® HP-20. 

Evaporou-se toda a fase líquida de modo que o material solubilizado aderiu-se sobre o 

adsorvente. O tacrolimo foi extraído da DIAION® HP-20 com acetato de etila. Foram 

obtidos 4,2 L de acetato de etila que em seguida foi totalmente evaporado para ser 

novamente resolubilizado em acetonitrila.  

 A amostra pré-purificada foi injetada na coluna NH2. A fase móvel utilizada foi 

acetonitrila e água na proporção 95/5 em volume. Coletou-se a banda cromatográfica entre 

2,0 e 2,5 minutos. Para diminuir o tempo de ciclo eluiu-se por 5 min, após a coleta, uma 

solução aquosa de de acetonitrila. Ao final da operação obteve-se 9 mL. 

 A amostra purificada na coluna NH2 foi injetado na coluna C18 semipreparativa O 

sistema foi operado com uma fase móvel aquosa de acetonitrila. Coletaram-se as bandas 

cromatográficas entre 14,0 e 17,0 minutos em que se obteve o volume 150 mL de amostra 

coletada. 

 O volume coletado foi diretamente diluído em acetado de etila. A mistura bifásica 

formada foi resfriada e separada por um funil de separação graduado. A fase orgânica 

composta por acetato de etila e acetonitrila foi evaporada. Lavaram-se os cristais formados 

com água ultrapura. Por fim os cristais foram secos em temperatura ambiente.  

 Ao final de todo o processo obteve-se 80 mg ± 28 de tacrolimo com rendimento de 

41,24%. O produto final da cristalização apresentou 98% em área cromatográfica. Os 2% 

da área cromatográfica correspondem aos tacrolimo diol e o tacrolimo C-10, epímeros do 

próprio tacrolimo. O cromatograma do cristal é apresentado na Figura 4.16.  
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4.3.2 Avanços no processo de purificação do tacrolimo 

 Definido o processo completo de purificação da presente Tese realizou-se uma 

breve comparação com trabalhos da literatura tendo em vista as diferenças de 

metodologias, materiais e operações unitárias empregadas para a obtenção do tacrolimo. 

São destacados também os principais problemas dos processos já existentes. Os trabalhos 

referenciados são: Keri et al. (2005), Kumar et al. (2007), Buchta et al. (2008), Cabri et al. 

(2008) e Choi et al. (2013). 

 
4.3.2.1 Keri et al. (2005) 

 No método utilizado por Keri et al. (2005), a purificação do caldo fermentado se 

inicia diretamente em coluna de adsorção baseadas em estireno-divinil benzeno sem que 

haja uma pré-purificação adequada.  

 Na presente Tese apenas um adsorvente baseado em estireno-divinilbenzeno, o 

DIAION® HP-20, foi usado. O adsorvente DIAION® HP-20 foi misturado ao extrato 

oriundo do caldo fermentado na etapa de evaporação para servir de matriz para o material 

solubilizado no extrato. Os leitos citados nesta Tese são baseados em sílica. Além disso, a 

purificação do tacrolimo sugerida por Keri et al. (2005) foi realizada em um sistema 

complexo de carga e descarga da coluna que utiliza diferentes fases móveis. Na operação 

foram necessários pelo menos 3 sistemas cromatográficos e a utilização de diversos 

solventes. Já os 2 sistemas cromatográficos da presente Tese foram operados com apenas 

uma fase móvel cada e empregou-se dois solventes, acetonitrila e água. 

 Keri et al. (2005) apresentaram um processo complexo e de difícil operação. Além 

disso, não houve um pré-tratamento adequado para o caldo fermentado e nem foi 

apresentado o cromatograma ou uma metodologia para avaliar a formação de epímeros ao 

final do processo. Em comparação o processo da presente Tese é mais robusto e possui 

etapa de pré-purificação mais eficiente para não saturar as colunas na purificação 

cromatográfica adsortiva.  

 

4.3.2.2 Kumar et al. (2007) 

 O processo de purificação sugerido por Kumar et al. (2007) é generalista e 

superficial no que se refere ao isolamento do fármaco. Em adicional, os autores citam a 
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necessidade do controle do pH para a extração inicial e não utilizaram métodos robustos 

para a pré-purificação do tacrolimo como, por exemplo, a adsorção. No que diz respeito à 

purificação cromatográfica, não foram apresentadas informações importantes como, por 

exemplo, o material que constitui o leito adsortivo ou os solventes usados como fase móvel. 

O mesmo se aplica para a cristalização. Kumar et al. (2007) não apresentaram 

especificações sobre a reação de epimerização do tacrolimo ou pureza do fármaco. 

 Destaca-se ainda, que a presente Tese é adequada para a purificação do caldo 

fermentado obtido pela fermentação proposta por Kumar et al. (2007).  

 

4.3.2.3 Buchta et al. (2008) 

 Na etapa de pré-purificação proposta por Buchta et al. (2008) os autores 

empregaram centrifugação ao invés de filtração e não foram utilizados adsorventes na pré-

purificação. A pré-purificação adequada do caldo fermentado é importante para não 

sobrecarregar a coluna cromatográfica. Caso contrário, o tempo de vida útil do leito 

cromatográfico é drasticamente reduzido. O problema se torna mais crítico para a 

purificação de caldos fermentados provenientes de óleos vegetais que são quimicamente 

mais complexos do ponto de vista de bioprocesso. Além disso, os solventes insolúveis em 

água, utilizados para a segunda extração, não são adequados para a purificação de fármacos 

como, por exemplo, o tolueno. 

 Após o processo de purificação não é apresentado a pureza do tacrolimo e nem o 

cromatograma dos fármacos em um método que diferencie os epímeros diol e C-10 do 

tacrolimo. 

 

4.3.2.4 Cabri et al. (2008) 

 Na etapa de pré-purificação Cabri et al. (2008) utilizaram outros tipos de resinas em 

condições diferentes da presente Tese. Subentende-se pelo trabalho de Cabri et al. (2008) 

que o adsorvente XAD16 foi empacotado em coluna e eluído com uma solução aquosa de 

75% de acetona, enquanto que esta Tese usou-se o DIAION® HP-20 junto à fase leve na 

etapa de evaporação. 

 Cabri et al. (2008) utilizaram fases móveis e fases estacionárias diferentes em 

relação à presente Tese. O primeiro processo cromatográfico adsortivo de Cabri et al. 
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(2008) é complexo e trabalhoso, pois necessita realizar diversas eluições com diferentes 

fases móveis. Na segunda separação cromatográfica foi obrigatoriamente utilizado nitrato 

de prata e foram necessárias pelo menos duas fases móveis para a separação. No final do 

processo de purificação Cabri et al. (2008) usaram 6 fases móveis diferentes e pelo menos 4 

solventes. Das 7 injeções realizadas, apenas 4 foram utilizadas devido ao nível de pureza 

obtido. Por fim, o processo de cristalização de Cabri et al. (2008) é demorado e totalmente 

diferente do presente trabalho. 

 

4.3.2.5 Choi et al. (2013) 

 Na etapa de pré-purificação proposta por Choi et al. (2013) foi necessário ajustar o 

pH do caldo fermentado para uma faixa muito específica, entre 3 e 4, e utilizar terra de 

diatomáceas para a filtração. A terra diatomácea foi empregada diretamente no caldo 

fermentado sem a redução do volume resultando em um grande consumo do adsorvente.  

 Após a extração e redução de volume do caldo fermentado, Choi et al. (2013) 

realizaram extrações com solventes tóxicos e de alto custo como, por exemplo, 

clorofórmio, tetraclorometano, diclorometano, cloreto de metileno e cloreto de metileno. 

Na presente Tese tais solventes não foram utilizados, e o recurso empregado para a 

purificação foi uma diluição seguida de uma decantação. Só então se usou o adsorvente 

DIAION® HP-20. O adsorvente foi usado como uma matriz de suporte e não requer 

controle do pH. Além disso, utilizou-se o adsorvente em contexto diferente da terra 

diatomácea, óxido de alumínio ou sílica gel usadas por Choi et al. (2013). Ao final da pré-

purificação o tacrolimo de Choi et al. (2013) ainda foi necessário realizar uma cristalização 

adicional. 

 Na etapa de purificação Choi et al. (2013) utilizaram cromatografia líquida 

adsortiva. Entretanto, o processo requer o controle do pH e faz uso de adsorventes baseados 

em poliestireno e divinilbenzeno. Dado a natureza do processo as opções de adsorventes 

são limitadas pela pressão do sistema cromatográfico e pelas faixas extremas de pH das 

fases móveis utilizadas pelos autores. No processo da presente Tese são utilizadas sílicas 

funcionalizadas com o grupo amino e com octadecilsilano. Ambas as sílicas são 

quimicamente estáveis. E, apesar de suportarem, elas não necessitam operar em condição 

de estresse químico e físico. Isto é, em meios ácidos e alcalinos, e em altas pressões. 
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 Choi et al. (2013) cristalizaram o tacrolimo em solventes específicos e de alto custo. 

Enquanto que, na presente Tese, utilizou-se extração simples para remover a água e a 

cristalização foi conduzida apenas por evaporação do solvente orgânico.  
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CAPÍTULO 5 

 

 CONCLUSÕES 5.

 O esforço empregado nesta Tese visou estabelecer o processo completo da 

purificação integrado à produção do tacrolimo. Como resultado houve a purificação do 

fármaco com alto teor de pureza (≥ 98%) na forma de cristal.  

 Três diferentes caldos fermentados foram produzidos para se estudar a purificação. 

Maltose e glicose foram utilizadas como fonte de carbono para a Streptomyces tsukubaensis 

produzir o tacrolimo, sendo que junto ao primeiro açúcar foi adicionado ácido picolínico. O 

terceiro caldo foi produzido utilizando óleo de castanha-do-brasil. A produção específica do 

tacrolimo com glicose (2,85 mg/L ± 0,05) foi inferior à produção utilizando o óleo de 

castanha-do-brasil (5,29 mg/L ± 0,06), e a maltose (5,19 mg/L ± 0,05). A fermentação com 

o óleo de castanha-do-brasil, ainda não registrado na literatura, se destacou pela 

produtividade específica.  

 Para isolar o tacrolimo foi desenvolvida a etapa de pré-purificação e a purificação. 

A pré-purificação foi capaz de retirar 97% dos açucares redutores e proteínas totais dos 

caldos fermentados com glicose e maltose. Na fermentação com o óleo de castanha-do-

brasil ambas as reduções foram de 90%. O volume do caldo foi reduzido para 1% do 

volume inicial, enquanto que a perda mássica de tacrolimo dos 3 caldos foi de 

aproximadamente 25%. Nesta etapa, foram utilizadas evaporações e extrações líquido-

líquido. 

 Na purificação utilizaram-se técnicas mais refinadas para isolar totalmente o 

tacrolimo com alto rendimento. Estabeleceram-se dois sistemas cromatográficos para a 

purificação do fármaco. A coluna NH2, primeiro sistema cromatográfico, foi operada com 

fase móvel constituída por acetonitrila e água. Constatou-se que a proporção de acetonitrila 

usada, na fase móvel, pode ser entre 60 a 100% em conjunto com a água, mas recomenda-

se a utilização de 95% de acetonitrila na fase móvel. 
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 O segundo sistema cromatográfico foi constituído pela coluna C18. Empregou-se a 

temperatura de 60 °C, e fase móvel de acetonitrila e água na relação volumétrica 60/40. 

Tanto a temperatura, quanto a relação volumétrica da fase móvel são bastante flexíveis. 

 O sistema cromatográfico foi capaz de purificar o tacrolimo com pureza superior a 

99%. No entanto, o produto teve de ser cristalizado para não sofrer reação de epimerização, 

na qual tacrolimo é convertido tacrolimo diol e o tacrolimo C-10. O tacrolimo cristalizado 

apresentou pureza em área cromatográfica de 98%, sendo os epímeros responsáveis pelos 

outros 2%. Realizou-se a DSC dos cristais de tacrolimo obtido. 

 Por fim, o processo desenvolvido ao longo desta Tese obteve como produto final a 

patente Nº BR 10 2018 014834 6 intitulada de “PROCESSO DE PURIFICAÇÃO DE 

TACROLIMO”. A invenção refere-se a um processo de purificação de tacrolimo com 

100% de pureza, incluindo-se 2% devido aos tautômeros I e II do tacrolimo, em área 

cromatográfica. 
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CAPÍTULO 6 

 

  TRABALHOS FUTUROS 6.

6.1 FERMENTAÇÃO  

 Para sugestões de trabalhos futuros recomenda-se o estudo da produção de 

tacrolimo atrelado à recuperação do fármaco, que utilize diferentes fontes de carbono 

complexas como, por exemplo, óleos vegetais, água de maceração de milho ou rejeito 

industrial de laticínio.  

 Em especial para a fermentação, a gama de óleos vegetais é bem vasta no Brasil e 

há muito a ser explorado como, por exemplo, os óleos de abacate, algodão, amendoim, 

coco, canola/colza, dendê, girassol, mamona, milho, palma, palmiste, soja, urucum, todos 

eles ricos em moléculas precursores do tacrolimo. Alguns dos óleos aqui citados ainda não 

foram reportados pela literatura.  

 Para o caso da fermentação com óleo de castanha-do-brasil é possível obter o 

tacrolimo sem a adição de sais e moléculas precursoras do tacrolimo sem que ocorra 

diminuição da produtividade do fármaco.  

 

6.2 PRÉ-PURIFICAÇÃO 

 Na etapa de pré-purificação sugere-se realizar o rompimento celular e avaliar o 

impacto no processo de recuperação do fármaco. O rompimento celular pode ser realizado 

por diversos métodos como, por exemplo, agitação em moinho de bolas, ultrassom, choque 

osmótico, adição de detergentes, lise enzimática ou congelamento/descongelamento. 

 Recomenda-se a caracterização mais apurada do caldo fermentado para cada tipo de 

fonte de carbono utilizada na biossíntese. Dessa forma, poderia se ter uma ideia das 

impurezas que estão sendo retiradas e identificar outros coprodutos, ou subprodutos, do 

tacrolimo gerados pela fermentação.  
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 Na caracterização do caldo podem ser utilizadas técnicas de eletroforese para a 

identificação de proteínas, ácidos graxos e açúcares. E cromatografia líquida para os 

coprodutos. O estudo de caracterização do caldo fermentado também se aplica para as fases 

da mistura heterogênea formada ao longo do processo de pré-purificação. Em relação a 

mistura heterogênea é possível extrair o tacrolimo residual presente na fase pesada. 

 Nas operações de extração recomenda-se determinar a cinética do tacrolimo com 

diferentes solventes. O mesmo se aplica para a eventual utilização de adsorção no processo 

de purificação. Alguns exemplos de adsorventes são zeólita, carvão ativado e outros 

adsorventes industriais. 

 Pode-se ainda utilizar de novas operações unitárias ainda não testadas nesta Tese, 

como exemplo, a diafiltração e outros métodos de cristalização. 

 

6.3 PURIFICAÇÃO 

 Na etapa de purificação, as bandas cromatográficas podem ser melhor exploradas. A 

coluna NH2 quando utilizada com a fase móvel composta por acetonitrila e água é capaz de 

reconhecer subprodutos da fermentação como, por exemplo, o ácido picolínico e o ácido 

nicotínico (Christopherson et al., 2006). Dado a semelhança da estrutura química, é 

provável que a coluna NH2 também seja capaz de reconhecer a L-lisina e prolina 

produzidas na fermentação, ou subprodutos contidos no substrato, como por exemplo, a 

vitamina B presente no óleo de castanha-do-brasil. 

 Assim como a coluna NH2, a coluna C18 operada com acetonitrila e água, é capaz 

de purificar outros macrolídeos coproduzidos com o tacrolimo. Na literatura foi reportada a 

produção de ascomicina e meridamicina junto ao fármaco, sendo que a ascomicina é 

produzida até 20% em relação a massa tacrolimo (Askin et al., 1990; Jung et al., 2009; 

Jung et al., 2009; Chen et al., 2012, Kosec et al., 2012). 

 No sistema cromatográfico utilizando a coluna C18 também é possível realizar a 

purificação do tacrolimo diol e do tacrolimo C10. Os epímeros dos fármacos podem ser 

novamente convertidos em tacrolimo dado a reversibilidade da reação de epimerização 

(Namiki et al., 1993; Namiki et al., 1995; Akashi et al., 1996).  

 Em relação à técnica cromatográfica sugere-se um estudo termodinâmico e de 

transferência de massa através dos seguintes procedimentos: 
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• Avaliar a robustez dos sistemas cromatográficos retirando-se etapas da pré-

purificação, como por exemplo, o uso da resina DIAION® HP-20 ou o uso do acetato 

de etila.  

• Determinar a curva de Van Deemter para cada sistema cromatográfico.  

• Obter a dispersão axial através do método do primeiro e segundo momento para cada 

sistema cromatográfico.  

• Calcular a isoterma de adsorção do tacrolimo nas colunas.  

 

 Além do estudo termodinâmico e de transferência de massa, é recomendado 

automatizar o sistema cromatográfica de injeção e coleta. 

 Por fim, é interessante determinar a curva de solubilidade do tracolimo nos 

solventes utilizados nesta Tese e desenvolver novas rotas para a cristalização.  
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APÊNDICES  

 

Apêndice A: Porosidade total e fração de vazios da coluna C18 

 A coluna C18 foi empacotada a seco no Laboratório de Processo de Transferência 

de Massa (LPTM) com a sílica Vydac® 150HC Media Specs. O fornecedor da sílica, Grace 

Materials Technologies, cedeu as informações da Tabela A.1. 

 
Tabela A.1 – Características da sílica C18 fornecida pela Grace Materials Technologies. 

Propriedades Valores 

Tamanho de poro (Å) 150 

Volume de poro (mL/g) 1,05 

Área superficial (m²/g) 320 

Diâmetro de partícula (μm) 20 

Recobrimento (%) 16 

Porosidade da partícula (εp) 0,357 

 
 As dimensões da coluna utilizada para o empacotamento encontram-se na Tabela 

A.2. 

 
Tabela A.2 – Dimensões da coluna C18. 

Coluna Valores 

Diâmetro da coluna - dC (cm) 1,00 

Área da seção transversal (cm²) 0,785 

Comprimento do leito - L (cm) 25,00 

 

 A porosidade total (εT) da coluna semipreparativa C18 foi determinada através do 

método dos momentos de acordo com a Equação 2.8. O composto inerte utilizado para a 

determinação da porosidade total foi o uracil e a fase móvel foi composta de acetonitrila e 
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Apêndice C: Método de quantificação do tacrolimo  

 A elaboração do método quantitativo baseou-se nos dados da literatura resumidos na 

Tabela 2.3. O caldo fermentado, por ser a amostra mais complexa, foi definido como a 

amostra alvo. O procedimento de quantificação do tacrolimo foi descrito em “3.5.2 

Quantificação de tacrolimo”. 

 O procedimento do preparo da amostra do caldo fermentado envolveu coletar uma 

amostra do caldo fermentado, extraí-la com acetona e concentrá-la por evaporação até se 

obter um material viscoso e escuro.  

 O material viscoso foi solubilizado em solução aquosa de acetonitrila a 70%. 

Posteriormente, a solução aquosa de acetonitrila foi utilizada como fase móvel. Com a 

diluição houve a formação de uma mistura bifásica, em que a fase menos densa, formada 

por acetonitrila, era rica em tacrolimo. A fase mais densa, composta por água, apresentou 

concentração do fármaco abaixo da ordem de micrograma.  

 Observou-se que a proporção volumétrica entre as fases formadas era a mesma entre 

a proporção da solução de acetonitrila e água usada para a diluição. A mistura bifásica foi 

separada após 2 horas em temperaturas de 4 °C por decantação. A quantificação do 

tacrolimo em HPLC foi realizada com a fase menos densa. As condições cromatográficas 

foram fase móvel de acetonitrila e água na proporção volumétrica 70/30, temperatura de 60 

°C e loop de 20 μm. A coluna Luna® C18 foi utilizada para a quantificação.  

 Na figura C.1 são apresentados os cromatogramas do padrão de tacrolimo e da 

amostra de caldo com 96 horas de fermentação. Uma reta foi traçada entre os gráficos para 

identificar o tempo de retenção do tacrolimo nos cromatogramas.  

 Akashi et al. (1996) reportaram que temperatura, pH e água influenciam na cinética 

de reação do tacrolimo nos epímeros diol (tautômeros I) e C-10 (tautômeros II). Após o 

estudo se constatou que a reação não é instantânea e estabiliza em 92% em termo de área 

cromatográfica após 2 horas (Namiki et al., 1995).  
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Figura C.1 – Padrão do tacrolimo e amostra da fermentação de S. tsukubaensis para a 

produção de tacrolimo. 
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