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Objetivo da Aula

Apresentar aos alunos os conceitos basicos sobre o desenho e simulacao de
bioprocessos farmacéuticos visando a avaliacao do desempenho técnico e
econdmico de uma planta. Introducao a analise técnico-econémica por meio
do software SuperPro Designer.
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Como representar um Bioprocesso?
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Como representar um Bioprocesso?
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Fluxograma de Processo
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A eficiéncia global de um processo depende da eficiéncia de cada etapa

Além da escolha correta, a eficiéncia de cada etapa deve ser maximizada de
forma a manter o rendimento global em valores aceitaveis. Lembrando que
o rendimento global sera o produtdério dos rendimentos unitarios de cada

oparagao.
Yield (%)
10 —
80 —
N 95% / step
60
l 90% / step
40 —
] 85% / step
20 7 80% / step
— 75% | step
0 | | | | | | | | |
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Fig.1. Yields from multi-step purifications.



Exemplo: Processo de produc¢ao em larga escala de rHSA (albumina humana recombinante) utilizando P. pastoris
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Fonte: Development of Sustainable Bioprocesses, Wiley, 2006



Desenvolvimento de Bioprocessos e
Analise Tecnico-Econdmica

A avaliacao da viabilidade de um processo de producao de biomoléculas tras consigo perguntas
importantes como:

- Qual a quantidade de recursos para se construir uma planta de producao, capaz de produzir
uma certa quantidade anual da biomolécula?

- Quais os custos em equipamentos, producao por batelada, tempo de batelada, custos laborais, etc?

- Custo de producao do produto? Rendimento final em larga escala?
Estimativa de impacto ambiental? Quanto de energia sera consumida na producgao?

- Quais seriam os principais “gargalos” técnicos do processo?

\ 4

Simulacao de Bioprocessos



Simulacao de Processos

As simulacoes permitem:

Origem na industria petroquimica:
otimizacdo - S$S

Crescente uso em industrias de maior valor
agregado

Simuladores comerciais: Aspen, SuperPro

Agrupar e organizar informacdes
Avaliagao, comparagao entre processos

Avaliacao

Otimizagao, orienta¢do de esforgos Econémica
experimentais

Avaliacao técnico-econémica

Modelagem
e Simulacao

Avaliacao
Social

Designer

Avaliacao

Ambiental




Simulacao de Processos

Importante: Um modelo cientifico € uma idealizacao simplificada de um sistema
gue possui maior complexidade, mas que ainda assim supostamente reproduz
na sua esséncia o comportamento do sistema complexo que € o alvo de

estudo. (Wikipédia)

Avaliacdo
Econdmica

Modelagem
e Simulacao

Avaliagao Avaliagdo
Social Ambiental




Fluxo de acdes e informacgdes durante o desenvolvimento e avaliacao técnico-econémica
de um processo em larga escala para a producao de bioprodutos farmacéuticos:

Initial baseline bioprocess

@

Experimental studies in bioprocess <::| Bioprocess simulation and
development |:> technico-economical studies

& a

Studies on Quality by Inputs from
Design (QbD) <,I: literature, experts

and new ideas

Optimized industrial bioprocess

Fonte: Techno-Economic Evaluation of Biotechnological Processes and Pharmacoeconomic Analysis. In: Adalberto Pessoa;
Michele Vitolo; Paul Frederick Long. (Org.). Pharmaceutical Biotechnology: A Focus on Industrial Application. 1ed.Boca Raton,
FL: CRC Press, Taylor & Francis Group, 2021, v. 1, p. 355-368.



Exemplo: O caso da enzima B-glicosidase (BGL)

* ABGL é uma enzima que, em
conjunto com outras enzimas, é
capaz de transformar a celulose
presente na biomassa vegetal em
glicose

 Em principio, essa glicose pode ser
usada para a producao de etanol e
diversos outros produtos quimicos,
de maneira renovavel




BGL: mecanismo de acao

Crystalline cellulose

Non-hydrolytic loosening, disruption and
peeling off of single cellulose chains from the
crystalline cellulose pack (amorphogenesis)

LPMQs
activity points

LPMOs

e, 2

Cellobiose

M i aYalavarare b 6 @ avalals
teletelaleleleteleleintetale?
00,000 68 6

.043: OCH
linll
. -.,OOQ. LPMOs

Cellodextrin

Trends in Biochernical Sciences

Fonte: Enzymatic degradation of celulose (Gupta et al., 2016)

* Familia das Celulases:
— Endoglicanase
— Celobioidrolases (CBH1 e CBH2)
— PB-glicosidase
— LPMOs (oxidorredutases)

 Fungo Trichoderma reesei
— produtor de celulases mais utilizado

— porém deficiente em B-glicosidase,
gerando acumulo de celobiose



Producao de Proteinas Recombinantes em E. coli

Vantagens Desvantagens

Plasmid

e crescimento rapido em e producao intracelular

meio simples e barato e possivel agregacdo ou

§ v pasri e fisiologia e genética bem | truncamento
TR conhecid?s * antibidtico para
I e 0 e alta densidade e manutencdo plasmidial

SOy produtividade e n3o realiza modificacdes
ends together o . 5
pds-traducionais

Recombinant
DNA molecule

Chromosome '

. 4@? Seria a produgao de BGL em E. coli
recombinante economicamente interessante?

Transformation
of fresh
bacterium
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Donor gene Transcription
mRANA




Questoes especificas (natureza técnica)

O custo do antibidtico é relevante?

O custo do indutor (IPTG) é \
ﬁ

relevante?

Qual a maneira mais econ6mica de
isolar a proteina produzida
intracelularmente, apos a lise?
Centrifugacao? Microfiltracao?

Qual a maneira mais econdmica de
produzir o indculo para um biorreator /
de grande porte (100.000 L)?




Base do Design (Premissas)

4 ) ) ) ( ] ) 4 ]
e Planta integrada a usina de e F. coli BL21(DE3) e Batelada alimentada
acucar e etanol de médio e pET28a et=30h
porte . e B-glicosidase (bglA) e T=28°C
* Eétado de SP'.Br‘:“S'I e Operador lac  Meio definido (HDF) ¢/
¢ B|30rreator principal de 100 e Resisténcia a antibidtico glicose
m (kanamicina) e Indutor IPTG

e Enzimaa 15 g/L e Indculo de 5% (v/v)

Microrganismo

& Plasmideo




Esguema do Processo-Base

Biorreatores para
producao de
inoculo

Biorreator

Saol Homogeneizador

Ultrafiltro Centrifuga




Criacao do processo no simulador
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Modelagem do crescimento

¥ Equacao estequiométrica a partir de:
— Férmula empirica da biomassa: CH; ;O,:N,,
+k N A

— I:Q'I'f\l" PIQ r‘nn\lorcnn f’IQ GI NCcCOo oM h INM~AAa
1 LU JUo ViiIvoeliouuvw uo Sl Voo il ViIVITITIA

glicose)
- Balanco atomico (C, H, O, N)

ﬂD~
\

C
.

o
5

180.16 CgH1,0g + 93.67 O, + 9.97 NH3 - 72.06 CH; gOg 5Ng » + 135.27 CO, + 76.46 H,0

Equacoes cinéticas que representem
0 processo também podem ser
utilizadas.




Modelagem no Simulador

FERMENT (Batch Stoich. Fermentation) in P-1
ation Sectio| operCond's Vokmes FedBatch Reactions Vent/Emissions Labor. etc. Description Batch Sheet Scheduling

GasEE
Q Set Conversion [100.00 %
- QO Reaction Limiting Component
© Ref. Comp. [ (none) 2|
Tt Conversion Achieved [0.00 %
P-1/FR-101
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Coleta de dados econOmicos

e Dados de custo

— Equipamentos P

Matérias-Primas

indices de

— Matérias-Primas s
— Mao-de-obra

— Salarios

— Utilidades

— Tratamento de residuos

— Indices de Preco ao Produtor

: : Avaliacao Economica
— Juros (financiamento)

O Simulador costuma conter uma base de dados razoavel. Contudo, cabe ao
profissional completar e atualizar os valores com base no cenario onde a
planta sera instalada e operada.



Resultados: Custo da Enzima

Custo unitario de producdo: 316 USS/kg de proteina

Principais responsaveis: equipamentos, consumiveis, glicose e
IPTG

Antibiotico: desprezivel!

Composition of the Enzyme Cost

Waste
Treatment/
Disposal
1%

Utilities

Consumables 2%
23%

Glucose
12%

o
(=)

wKHZPO4

Labor-Dependent
4% Ammonia/
Other raw Ammonium

materials Phosphates
1%




Custo da Enzima: Efeito da Escala

* Ganhos de escala até ~125 m?3

Enzyme Production Cost and Rate vs Scale
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Custo da Enzima: Efeito da Produtividade

e Custo inversamente proporcional a produtividade volumétrica

Enzyme Cost vs Volumetric Productivity

@X=80g/L ®X=100g/L @X=120g/L

3 y = 71.535x 1,001
800 .‘.“ R2 =0.9987

UUnit Production Cost (USS/kg of enyzme)
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Protein Volumetric Productivity (g L-1 h-1)



Custo da Enzima: Volume de Indculo

e Volume de indculo determina numero de biorreatores auxiliares > efeito
significativo

Enzyme Cost vs Inoculum Volume

50 m3 100 m3 150 m3
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Custo da Enzima: Remocao de Debris

* Escolha entre centrifugacao e microfiltracao depende da escala

Enzyme cost vs Cell debris separation method
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320
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24
20
16
12
8
4

50 m3 100 m3 150 m3

Unit Production Cost (USS/kfg of enzyme)
o o o o o o o

o

Nominal Volume of Main Bioreactor

B Centrifugation  H Microfiltration



Cenarios alternativos: producao extracelular

* E se aproducao fosse extracelular?
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Cenarios alternativos: caso “idea

Alta biomassa
(120 g/1)

Enzima nao-
formulada (uso
imediato)

Alto teor de
rProteina (10%)

316 > 37 S/kg

Biorreatores em Producao
aco-carbono extracelular

Reducgdo da Glicose 10x mais
concentragdo de barata (produto
IPTG: 1 mM > de hidrolise do
0,1 mM bagaco de cana)




Conclusoes do Estudo de Caso

Custo elevado no caso-base (316 S/kg) em comparacdo ao coquetel
fungico (10 S/kg); porém variadas frentes de reducdo possiveis e
caso “ideal” chega a 37 S/kg;

Equipamentos, matérias-primas (IPTG, glicose) e consumiveis sao 0s
principais fatores de custo (antibiético nao teve o impacto
esperado);

Efeitos de escala e produtividade volumétrica sao os mais
significativos;

Seed train impacta significativamente no custo final.

Ferreira et al. Biotechnol Biofuels (2018) 11:81
https://doi.org/10.1186/513068-018-1077-0

Biotechnology for Biofuels

Techno-economic analysis of the industrial @
production of a low-cost enzyme using E. coli:
the case of recombinant 3-glucosidase

Rafael da Gama Ferreira', Adriano Rodrigues Azzoni'" and Sindelia Freitas®”

Abstract



Economic Evaluation Report outubro 17, 2021
for BGL_baseline _v9.0 (2)

1. EXECUTIVE SUMMARY (2016 prices)

Total Capital Investment 69,804,000 $
Capital Investment Charged to This Project 69,804,000 $
Operating Cost 27,791,000 $/yr
Revenues 35,318,000 $/yr
Batch Size 334.45 kg MP
Cost Basis Annual Rate 88,295 kg MP/yr
Unit Production Cost 314.76 $/kg MP
Net Unit Production Cost 314.76 $/kg MP
Unit Production Revenue 400.00 $/kg MP
Gross Margin 21.31 %
Return On Investment 16.06 %
Payback Time 6.23 years
IRR (After Taxes) 16.48 %

NPV (at 7.0% Interest) 42 303,000 %

MP = Flow of Component 'Enzyme’ in Stream 'Enzyme Solution’



Estimativa do Custo de Capital e Investimento

B

vy ¥ W I

Table 4.1 Calculation of the total capital investment based on purchased equipment cost
and multipliers, shown for the training case of cellulase production

Cost item Multiplier Base Cost ($ thds.)
|
Delivered purchased equipment cost (PC) 3290 h
Installation variable PC 1060
Process piping 0.35 1150
Instrumentation/control 0.4 1320
Insulation 0.03 100
Electrical systems (.10 330
Buildings 0.45 1480
| Yard improvement 0.15 490
Auxiliary facilities 0.4 1320
Total plant direct cost (TPDC) 10550
Engineering 0.25 TPDC 2640
Construction 0.35 3690
| Total plant indirect cost (TPIC) 6330
Total plant cost (TPC) = TPDC + TPIC 16880
Contractor’s fee 0.05 TPE 840
Contingency 0.1 1690
Direct fixed capital cost (DFC) 19410
Land 0.015 DFC 290
Start up and validation 0.05 s
Working capital 30 days ’ 270
Total capital investment (TCI) 20650

Fonte: Development of Sustainable Bioprocesses, Wiley, 2006

32



Multiplicadores para as Estimativas de Custo

Table 4.2  Average values of the economic multipliers for different process lypes. The values for chemical and enzymatic processes are
mainly taken from Peters et al, [4.3]. PC = Equipment purchase cost; TLC = Total Labor Cost; * The multipliers for these cost items often
depend more on the type of product (pharmaceutical, ete.) than on the process type (mammalian cell culture, microbial system, chemical
process). The multipliers for mammalian cell culture and microbial production are own estimates based on experience and educated guesses

Mﬂmmalian [E” cuhurﬂ Micmbial jy‘j-{EmE Ch'ﬂ'miﬂﬂl and enzymatic ProcCesses

Cosl item Averape Min Max Average Min Max Average Min Max
Total plant direct cost (TPDC)
Installation 0.6 x PC* 0.2 1.5 0.5 0.2 1.2 0.47 0.25 0.55
Process piping 0.75x PC 0.3 0.8 0.7 0.3 0.8 0.68 0.30 0.8
Instrumentation/control 0.8 x PC 0.2 1.0 0.5 0.1 0.8 0.26 0.08 0.5
Insulation 0.05 x PC 0.01 0.08 0.05 0.01 0.08 0.085 0.08 0.09
Electrical systems 0.15 = PC 0.1 0.2 0.15 0.1 0.2 0.1 0.1 0.4
Buildings 2.5 x PC 1.0 4.0 0.5 08 2.0 0.18 0.1 0.7
Yard improvement 0.15 x PC 0.05 0.2 0.15 0.05 0.2 0.1 0.1 0.2
Auxiliary facilities 0.8 x PC 0.2 1.2 0.7 0.2 1.2 0.55 0.4 1.0
(werall factor 58 2. 9.0 33 1.8 &8.5 2.4 r.4 4.2
Total plamt indirect cost (TPIC)

Engineering 0.25 = TPDC 0.2 0.55 0.25 0.2 0.55 0.3 0.05 0.3
Construction 0.35 x TPDC 0.3 0.55 0.35 0.3 0.55 0.35 3 .55
Total plant cost {TPC) = TPDC + TPIC

Contractor’s fee 0.06 x TPC 0.03 0.08 0.06 0.03 0.08 0.06 0.03 0.08
Contingency 0.1 = TPC 007 0.15 0.1 0.07 .15 0.08 x OFC 0.05 15

Direct fixed capital cost (DFC)

Start-up and validation 0.05 x DFC 0.03 0.08 0.05 0.03 0.08 0.05 0.03 0.08

for pharmaceuticals 0.2 x DFC 0.2 0.3

Working capital 30 days 30 days 0.15 = DFC 0.1 0.2

Operating cost multipliers

Insurance 0.01 = DFC 0.004 0.0 0.0 0.004 0.01 0.01 0.004 0.01

Local tax 0.02 » DFC 0.01 .04 0.02 (SR 0.04 0.02 0.01 0.04

Mamntenance 0.07 = OFC 0.02 0.1 0.07 002 0.1 0.07 0.02 0.1

Laboratory/QA/QC* 0.6 x TLC 0.5 1.0 0.6 0.5 1.0 0.15 0.1 0.2
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Estimativa do Custo Operacional

Table 4.3 Annual total production cost of cellulase production (annual production: 456
metric tons)

Cost item Multiplier Cost ($ thds./year)

» Variable costs
Raw materials 256
Consumables 112
Labor 25 840 h/year
Basic labor cost (BLC) $26/h 672
Fringe benefits 0.4 BLC 269
Supervision 0.2 BLC 134
Administration 0.5 BLC 336
Total labor cost (TLC) 1410
Operating supply 0.1 BLC 67
Laboratory/QC/QA 0.15 TLC 222
Utilities 1161
Waste treatment and disposal 64
Royalties

» Fixed costs

Depreciation period 9.5 years
Depreciation 0.095 DFC 1840
Insurance 0.01 DFC 194
Local tax 0.02 DFC 3188
Maintenance and repair equipment specific 1280
Plant overhead cost 0.05 DFC 970

General expenses
Distribution and marketing
Research and development
» Total product cost 6990

Fonte: Development of Sustainable Bioprocesses, Wiley, 2006
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