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Introducao
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NOMENCLATURA

CPC - Cromatografia de parti¢ao centrifuga

EMA - European Medicines Agency

EP - European Pharmacopoeia

FDA - Food and Drug Administration

HGF - Recombinant human hepatocyte growth factor
LLC - Cromatografia liquido-liquido (liquid-liquid chromatography)
LPS - Lipopolissacarideo

mAbs — Anticorpos monoclonais

p3HB - Poli-3-hidroxibutirato

pHB - Polihidroxibutirato

SUT - Single use technology

Tag - Etiqueta

USP - United States Pharmacopeia
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1.1 INTRODUCAO

Células microbianas e células animais, quando adequadamente cultivadas, sdo ca-
pazes de produzir uma gama imensa de produtos de interesse de uso em varios seto-
res, como saide humana e animal, alimentos, meio ambiente e agricola, e materiais,
como polimeros, combustiveis liquidos e gasosos. Tais produtos, ou bioprodutos, ge-
ralmente sdo obtidos a partir de cultivos em meios liquidos e, com menor frequéncia,
em meios solidos umidos. Faz-se necessario segregar o produto do meio de cultivo até
que ele atinja tal grau de isolamento que o torne adequado para o uso previsto. Este
livro trata das operagdes unitarias de isolamento dos bioprodutos obtidos em cultivos
de células microbianas e animais. Frequentemente as operacdes unitarias de isola-
mento sao denominadas operagoes de purificacdo, denominagdo discutivel, mas que
¢ adotada neste livro por ser amplamente empregada.

1.2 TIPOS DE BIOMOLECULAS E CELULAS

Microrganismos sdo capazes de sintetizar moléculas tdo simples quanto a molécula
de etanol até moléculas tio complexas como horménios, antibidticos e anticorpos. As
proprias células microbianas sao, por vezes, o produto do processo, por exemplo, quan-
do se trata de produzir fermento para a industria de panificagao, cervejaria e vinifica-
¢do. A Figura 1.1 apresenta algumas biomoléculas produzidas em larga escala cujas
estruturas quimicas variam desde moléculas muito simples, como o acido citrico e o
etanol, e moléculas de complexidade intermediaria, como a dextrana, um polissacari-
deo simples, pHB e goma xantana, que constituem heteropolissacarideos, até molécu-
las de elevada complexidade, como a penicilina (antibiético), a lisina (aminodacido),
peptideos (aspartame), e proteinas (horménio de crescimento humano, HGF, protei-
nas estruturais — queratina, colageno - e funcionais - enzimas, anticorpos, antigenos).
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Figura 1.1 Algumas biomoléculas produzidas em larga escala: acido citrico, etanol, dextrana, pHB,

penicilina, lisina, aspartame, colageno (proteina estrutural), hemoglobina (proteina funcional dos glébulos

vermelhos do sangue responsavel pelo transporte de oxigénio) e L-asparaginase (proteina funcional).

A Figura 1.2 mostra as estruturas de células de procariotos e de eucariotos cujas
caracteristicas influenciam significativamente nos processos de purificagdo de bio-
moléculas, com destaque para a operagdo de rompimento celular.
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Figura 1.2 Estrutura de células de procariotos (a) e eucariotos (b).

As células de procariotos, ou procaridticas, constituidas, sobretudo, por bactérias
e arqueas, sao unicelulares. Como qualquer célula viva, possuem genoma, citoplas-
ma e membrana plasmatica, e a maioria das espécies possui, também, parede celular
rigida (Figura 3.2), a qual tem como principal fun¢do proteger a célula contra agres-
sOes externas, como pressao osmotica e for¢a de cisalhamento. No plano morfolégico,
as bactérias apresentam grande variedade, podendo ser encontradas nas seguintes
formas: cocos (relativamente esféricos); esfilococos; estreptococos; sarcinas ou diplo-
cocos; bacilos (cocos ligeiramente alongados, com ou sem flagelos); vibrides (bacilos
encurvados em forma de arco ou de virgula, com flagelo numa das extremidades); e
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espiroquetas (bacilos alongados e helicoidais que podem dispor de varios flagelos). A
maioria das células procarioticas apresenta um tinico cromossomo e, portanto, uma
unica copia de seu material genético, mas também podem conter fragmentos menores
de DNA, na forma circular, denominados plasmideos. Os procariotos apresentam
metabolismos diversificados, o que ¢é refletido na sua capacidade de colonizagdo de
diferentes ambientes, como tratos digestivos de animais e em ambientes vulcanicos,
secos, gelados etc. Nao possuem organelas celulares e conduzem seus processos meta-
bélicos na membrana celular.

As células eucaridticas sdo representadas, sobretudo, pelos fungos filamentosos,
fungos unicelulares (leveduras), células animais e vegetais e, em sua maioria, sio plu-
ricelulares e, portanto, mais complexas. As células eucaridticas apresentam nucleo
delimitado por membrana no qual se encontra o DNA, caracteristica que as diferencia
dos procariotos. Além disso, os genomas eucarioticos sdo geralmente maiores do que
os procaridticos. Por exemplo, o genoma de E. coli (procarioto) possui menos da me-
tade do tamanho do genoma de uma levedura (um eucarioto unicelular simples) e é
quase setecentas vezes menor que o genoma humano.

As estruturas celulares influenciam a defini¢ao das etapas do processo de purifi-
cagdo em vista das suas estruturas quimicas de parede e membrana, dimensdes, den-
sidade, agregacdo de impurezas de organelas e acidos nucleicos, lipideos e materiais
particulados que elevam a viscosidade e comprometem as operagdes de isolamento
por meio de adsorcéo, sobretudo quando a molécula-alvo ¢ intracelular.

1.3 CARACTERIZAGAO DE BIOMOLECULAS E PUREZA

As biomoléculas, como se viu na Figura 1.1, podem ser desde simples dlcoois até
proteinas, e as estruturas de tais moléculas sdo decisivas na escolha das operagdes
unitarias para o isolamento delas. Por exemplo, quando a massa molar da biomolécu-
la-alvo é significativamente diferente em relacdo a maioria das demais moléculas do
meio, operagdes unitarias baseadas em separagdes por tamanho molar devem ser ex-
ploradas. A escolha das metodologias analiticas para quantificagdo da biomolécula-
-alvo e dasimpurezas, fundamental para o monitoramento do processo de purificacio,
também depende do conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas das principais
biomoléculas do processo em desenvolvimento. Faz-se necessario, portanto, determi-
nar as caracteristicas fisico-quimicas da molécula-alvo, bem como das principais im-
purezas e, ainda, ao final do processo, determinar a identidade quimica destas
moléculas e impurezas que devem atender aos requisitos para a validagdo do processo.
No Capitulo 2, “Processo de purificagdo: métodos analiticos e estabilidade de enzi-
mas”, o leitor encontrara meng¢ao a varios métodos para caracterizagido de biomolécu-
las quanto a massa molar, solubilidade e hidrofobicidade, mobilidade eletroforética,
estrutura quimica e atividade biolégica. Uma caracterizagdo detalhada de uma molé-
cula complexa e sujeita a alteragdes de forma requer estudos aprofundados dos méto-
dos citados no Capitulo 2 e até mesmo a contratagdo de laboratorios especializados,
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pois, a validagao de processos para produtos de uso terapéutico passa pela comprova-
¢do da estrutura quimica e da atividade bioldgica da molécula-alvo.

No estabelecimento de um processo de purificagdo deve-se definir o objetivo
quanto a pureza da biomolécula-alvo, ou seja, qual o seu teor no produto final, de tal
forma a projetar um processo coerente com a aplicagdo. Quando se tratar de produto
com atividade bioldgica, a relagdo entre esta atividade e a massa do produto deverd ser
estabelecida entre os objetivos. A quantidade que serd obtida relativa a quantidade
produzida - o rendimento, portanto — é um parametro que definird a viabilidade
econdmica do processo produtivo.

Frequentemente nao é suficiente obter uma proteina a uma pureza elevada, tam-
bém é necessaria uma elevada homogeneidade. A¢des de proteases durante a expres-
sao da proteina desejada ou protedlise durante a purificagao, formacao de oligomeros
ou agregados, modificagdes pds-traducionais como as glicosilagoes, perda de subuni-
dades, podem resultar em moléculas heterogéneas.

Obter uma proteina a 95% de pureza ou mais nao significa que esta se encontra
adequada para uso. A aceitabilidade dependera do contetido remanescente nas molé-
culas que constituem a massa de 5%. Mesmo impurezas menores, biologicamente ati-
vas, sdo inaceitaveis do ponto de vista das aplica¢des cientificas e terapéuticas. Faz-se
importante, portanto, diferenciar as impurezas que precisam ser reduzidas a niveis
determinados e aceitaveis e aquelas que devem ser totalmente eliminadas.

Existem produtos cuja aplicagdo nio sé requer elevado grau de pureza, mas tam-
bém quase total isen¢do de determinadas impurezas, como as endotoxinas. Uma varie-
dade cada vez maior de biomoléculas destinadas a satde humana e animal é produzida
em bactérias geneticamente modificadas, como Escherichia coli, o que acarreta conta-
minagdo com endotoxinas que, mesmo em concentragdes muito baixas (~100 pg), po-
dem ativar o sistema imune, alterar as fungdes metabdlicas, aumentar a temperatura
corporea e levar o individuo a 6bito. As concentragdes limites de endotoxina nas pre-
paragdes farmacéuticas sio estabelecidas por agéncias reguladoras e sao decisivas na
liberagdo do produto para o uso humano e animal. Os limites considerados aceitaveis
pela United States Pharmacopeia (USP) e pela Food and Drug Administration (FDA)
sao definidos em fungdo da dose de medicamento a ser administrada ao paciente.

Por outro lado, hé casos de biofarmacos para os quais importantes agéncias re-
guladoras ndo estabelecem limites de pureza simplesmente porque nao detém os
padrdes de seguranga, eficicia e qualidade. E o caso do antileucémico L-asparaginase,
um medicamento injetavel. As caracteristicas de pureza desse bioproduto ndo cons-
tam da Farmacopeia Brasileira, da Farmacopeia Americana (USP) e nem da Farmaco-
peia Europeia (EP, European Pharmacopoeia). Também néo sdo padronizadas pela
principal agéncia de controle de medicamentos da Uniao Europeia, a European Medi-
cines Agency (EMA), responsavel pela avaliagdo cientifica, supervisio e monitora-
mento de seguranga de fairmacos presentes nos 28 paises membros. Essa indefinicao
sobre tolerancia a tipos e concentragdes de impurezas tem gerado questionamentos de
diversos setores da sociedade civil brasileira (hospitais, vigilancia sanitdria, médicos
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oncologistas, associagdes de pacientes e cientistas), uma vez que provoca inseguranga
no seu uso. Por exemplo, comercializam-se no mercado internacional, incluindo o
Brasil, diferentes medicamentos contendo o principio ativo L-asparaginase, todos
com qualidade questionavel, uma vez que contém tipos e quantidades de impurezas
desconhecidas. Neste caso, o produto vem sendo comercializado com base em pa-
droes genéricos de qualidade, como atividade enzimatica, massa molecular por ele-
troforese em gel de poliacrilamida e concentragao de lipopolissacarideos (LPS,
endotoxina bacteriana pelo método de coagula¢do em gel, um método semiquantita-
tivo). No caso desse biofarmaco, ¢ urgente o estabelecimento de padrdes de qualidade
publicados em monografias confidveis nas Farmacopeias, uma vez que vém sendo
ignorados os efeitos das impurezas presentes.

1.4 ESTABELECIMENTO DO PROCESSO DE PURIFICACAO

Varios sdo os fatores que devem ser considerados na defini¢do do processo de pu-
rificagao de uma biomolécula. O sistema de expressdo adotado, isto ¢, a célula e o
conjunto de genes de expressdo e as caracteristicas fisico-quimicas da molécula-alvo
e, em grande medida, a aplicagdo final sdo determinantes para o processo. Ainda, os
componentes do meio de cultura e, sobretudo, as principais impurezas devem ser
considerados, o que também depende do sistema de expressao adotado.

Algumas questdes que se colocam ante o desenvolvimento de um processo de pu-
rificagao de uma biomolécula sdo: qual o uso final da molécula-alvo? Qual a pureza a
ser alcangada? Qual a concentragdo da molécula-alvo no meio de cultivo? Quais as
caracteristicas fisico-quimicas da molécula-alvo? A molécula-alvo tem atividade
bioldgica? A molécula-alvo sera transportada? Qual o tempo estimado de armaze-
namento da molécula-alvo até o seu efetivo emprego? Ha impurezas que devem ser
eliminadas? Quais as caracteristicas de tais impurezas? Qual a concentracio de tais
impurezas? As respostas a essas perguntas certamente direcionarao o desenvolvimento
do processo de purificagio.

Antes mesmo da definigdo das etapas do processo de purificagao, é preciso definir
as metodologias analiticas para a quantificagdo da molécula-alvo, incluindo medidas
de atividade bioldgica, quando for pertinente, e medidas da identidade quimica da
molécula-alvo. Este conjunto de ferramentas sera fundamental ao desenvolvimento
do processo, dado que as opera¢des unitarias selecionadas deverdo se mostrar eficien-
tes ndo somente quanto ao isolamento da molécula-alvo, mas também quanto ao
percentual de recupera¢ao em relagiao a massa e atividade bioldgica (quando perti-
nente) inicialmente presente no meio de cultivo. Além disso, o processo de purifica-
¢ao estabelecido devera ser capaz de processar o volume de meio em um tempo tal que
nao comprometa a estabilidade da biomolécula resultante do cultivo celular. Resu-
mindo, portanto, tem-se que se iniciam os estudos de purificagio com analises de
caracterizacao da biomolécula-alvo e impurezas e o estabelecimento de rotinas anali-
ticas quantitativas e qualitativas (Capitulo 2), pois sem essas ferramentas nao ha como
quantificar o sucesso de cada operacio unitdria testada.
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A despeito da variedade de caracteristicas de biomoléculas/células/meios e opera-
¢Oes unitarias de purificagao, o processo pode ser dividido em quatro etapas genéri-
cas, facilitando o desenvolvimento do processo de purifica¢ao e também a organizacao
do contetdo deste livro. Essas quatro etapas sdo as seguintes: separagdo de células e
seus fragmentos do meio de cultivo (clarificagdo); concentragdo e/ou purificagio de
baixa resolucéo; purificagdo de alta resolucio; e, finalmente, operacdes para o acondi-
cionamento final do produto, o que pode incluir sua estabilizagao. A Figura 1.3 apre-
senta um fluxograma genérico do processo de purificagdo baseado nessa divisao do
processo em quatro etapas.

Meio de cultivo com células ou
microrganismos em suspensao

!

Clarificagao
(separagao células/meio)

!
| }

Células Sobrenadante
(produtos intracelulares) (produtos extracelulares)

!

Rompimento de células
ou microrganismos

l

Remocao de fragmentos de
células ou microrganismos

}

Fracao solida Sobrenadante

)

Separagao/concentragcido
de moléculas

Purificagao

| Tratamentos finais ‘

Figura 1.3 Etapas de um processo genérico de purificagdo de biomoléculas.
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A operagio de clarificagdo é assim denominada, pois, a remogdo dos sélidos sus-
pensos, constituidos principalmente por células integras e seus fragmentos resulta
em reducdo da turbidez do meio. Para produtos associados as células é necessario
efetuar o rompimento celular, processo que é efetuado sobre o adensado de células
obtido apds a clarificacdo do meio de cultivo. Produtos intracelulares tornam o pro-
cesso de purificacdo de biomoléculas mais dificil em comparacéio a produtos extrace-
lulares, dado que demandam o rompimento das células. Como consequéncia, ocorre
aumento da viscosidade do meio devido a liberacdo de nucleotideos, e a molécula-
-alvo é liberada junto com todas as outras moléculas intracelulares, o que amplia a
diversidade de contaminantes.

As operagoes de concentragdo e/ou purificagao de baixa resolucao, ou purificagao
intermediaria, compreendem a separagdo da molécula-alvo, por exemplo, uma pro-
teina, em relagdo a moléculas com caracteristicas fisico-quimicas significativamente
diferentes, como agua, ions, pigmentos, acidos nucleicos, polissacarideos, lipideos,
virus e até mesmo proteinas quando estas estdo presentes em concentracdes elevadas.
Dito de uma forma simples, trata-se de promover o isolamento entre a molécula-alvo
e a maioria das outras moléculas. A resolugido ¢ a capacidade de uma determinada
operagao em isolar a molécula-alvo em relagao a outras moléculas, ou seja, resolver a
separagdo desejada. No Capitulo 8, “Introdu¢ao a cromatografia”, encontra-se uma
defini¢do matematica para o termo “resolu¢do” na separacido de moléculas em uma ope-
ragao de cromatografia.

Ja as operagdes unitdrias de purificagdo de alta resolugdo geralmente compreen-
dem a separagio entre classes de moléculas com caracteristicas fisico-quimicas seme-
lhantes, como proteinas, o que de fato ocorre nos estagios finais do processo, quando
impurezas de naturezas diversas ja foram eliminadas. Na captura da molécula-alvo
em operac¢des unitdrias de resolugéo particularmente elevada, a purificacdo interme-
didria pode até mesmo ser omitida. Sdo consideradas operacdes unitarias de elevada
resolucao as adsor¢des nas cromatografias em leito fixo ou expandido (Capitulos 10,
11, 12, 13 e 14), a separagdo baseada na massa molar também em cromatografia em
leito fixo (Capitulo 9) ou através de membranas (Capitulo 5). E nas etapas de elevada
resolugdo que em geral a questao da capacidade da operagdo unitaria em processar o
volume de meio liquido em intervalo de tempo apropriado pode vir a ser fator critico,
embora a velocidade de processamento geralmente seja decisiva no inicio do processo,
quando proteases nao foram eliminadas. A amplia¢do da escala de colunas de croma-
tografia, geralmente aplicadas nas separagoes de elevada resolu¢ao, pode significar
agregagdo de custos, resultando em valores proibitivos a comercializagao da biomolé-
cula. Néo por acaso, busca-se a redu¢do do volume de meio a processar na etapa de
purificagdo de baixa resolugao.
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Nas operagoes de polimento, como a cristalizagdo (Capitulo 17), apenas concen-
tracdes residuais de contaminantes permanecem com a molécula-alvo e, possivel-
mente, moléculas similares a molécula-alvo. Nessas operagdes é possivel elevar a
concentragdo da molécula-alvo, estabiliza-la a uma forma passivel de transporte e
armazenamento e até mesmo eliminar tragos de impurezas no caso da cristaliza¢éo.
A estabilizacdo é a preservacgdo do bioproduto em condigdes tais que este mantenha
sua capacidade biologica por amplos intervalos de tempo, de modo a permitir seu

transporte e armazenamento.

O Quadro 1.1 apresenta as operagdes unitarias empregadas nos processos de puri-
ficagdo viaveis em escala industrial, a etapa a qual pertencem e o principio que rege o
isolamento da biomolécula-alvo em relagio as demais moléculas.

Quadro 1.1 OperagGes unitarias do processo de purificagdo de produtos biotecnolégicos

Etapa do processo Operagoes unitarias Principio
Filtragdo convencional Tamanho de particulas
Centrifugacdo Tamanho e densidade de particulas
Clarificagdo
Filtragdo tangencial (membranas) Tamanho de particulas
Floculagdo Hidrofobicidade de particulas
Homegeneizagdo Cisalhamento
Ultrassom Cisalhamento

Rompimento
de células Moagem em moinho de bolas Cisalhamento

Hidrélise, solubilizagdo ou desidratagdo
de moléculas que compdem a parede
ou membrana celular

Rompimento quimico
ou enzimatico

Precipitagdo Solubilidade

Massa molar e raio hidrodinamico

Purificagdo de Ultrafiltragdo (membranas) de moléculas

baixa resolugdo

Extragdo em sistemas de duas

fases liquidas Solubilidade

(continua)
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Quadro 1.1 OperagGes unitarias do processo de purificagdo de produtos biotecnoldgicos (continuagdo)

Etapa do processo Operagoes unitarias Principio

Tipo e densidade de carga na

Cromatografia de troca ionica . ] i
superficie da biomolécula

Cromatografia de afinidade Sitios especificos da superficie
(bioldgica ou quimica) de uma proteina (adsorg¢do)

Sitios especificos da superficie de uma

Cromatografia de imunoafinidade B} B , .
proteina (adsor¢do antigeno/anticorpo)

Purificagdo
de alta resolucdo Cromatografia de interagdo

hidrofébica Hidrofobicidade

Cromatografia de exclusdo

Massa molar
molecular

Massa molar e caracteristicas para
Membranas adsortivas adsorgdo ou sitios especificos da
superficie de uma proteina

Solubilidade e caracteristicas de

Cristalizacao
¢ equilibrio liquido-sdlido

Tratamentos finais
Liofilizagao Caracteristicas de equilibrio liquido-sélido

Secagem Caracteristicas de equilibrio liquido-sélido

Um olhar comparativo sobre as operagdes unitarias apresentadas no Quadro 1.1 e
as obras cldssicas sobre as operagdes unitarias de separagdo na Engenharia Quimica
revelara a similaridade nas duas grandes 4reas. Contudo, um olhar sobre o contetido
especifico de cada uma das operagdes unitdrias apresentadas neste livro revelara que
as especificidades fisicas e quimicas de biomoléculas como antibidticos, peptideos,
aminoacidos e proteinas (tamanho; sensibilidade a temperatura, pH e forga idnica;
forma que muitas vezes precisa ser preservada sob pena de perda da capacidade bio-
légica) requerera cuidados especiais na condugdo de tais operagdes. A molécula de
etanol, dlcool largamente produzido por via microbiana, é uma excegdo, pois seu
isolamento a partir do meio clarificado, isto é, isento de células, resume-se a opera-
¢oes de destilagdo idénticas aquelas adotadas na industria quimica convencional.

As caracteristicas de células e biomoléculas que norteiam a selecido das operacdes
unitarias de purificagdo, bem como as rotinas analiticas por meio das quais tais ca-
racteristicas sdo determinadas, estao apresentadas no Capitulo 2, “Processo de purifi-
cacdo: métodos analiticos e estabilidade de enzimas”.
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A efetivagdo de cada etapa ndo necessariamente compreende a aplica¢do de uma
unica operagao unitaria. Por exemplo, apos uma centrifugacao pode haver a necessi-
dade de uma filtra¢ao tangencial para a total remo¢ao de sélidos suspensos, caso o
meio liquido seja dirigido a uma cromatografia em leito empacotado, operagdo de
adsor¢dao que ndo suporta a inser¢do de sélidos suspensos. Em outro exemplo, apds
uma precipitacdo em ambiente aquoso de elevada concentragéo salina, uma diafiltra-
¢do podera ser necessaria (processo de separagdo através de membranas) para ajuste
da forga i6nica do meio a valores adequados a uma cromatografia por troca ionica.

Moléculas como etanol, por exemplo, sdo isoladas em processo que basicamente
compreende a clarificagdo para separacao da levedura, seguida da destilagao (Capitu-
lo 18) para obtengdo de uma fragéo rica em etanol, portanto, ndo ocorrem os quatro
grupos de etapas do processo de purificagdo. Varios microrganismos sdo capazes de
produzir alcoois como etanol e metanol, substituindo o petréleo, fonte usual de ob-
tencdo desses alcoois, por matérias-primas renovaveis como a cana de agicar e o mi-
lho, que sdo as principais fontes de obtengdo de etanol por via fermentativa.

Diversas enzimas de uso industrial tampouco necessitam de todas as etapas de
purificagdo. O simples aumento da concentragdo da molécula-alvo, isto é, a redugao
do teor de 4gua do meio e sua estabilizagdo, por vezes, sio suficientes. Acidos organi-
cos como os acidos citrico, latico e acético também constituem classe de moléculas
produzidas alternativamente por via microbiana, cuja purificagdo nio é complexa,
limitando-se a operagdes de precipitagdo e concentragao.

Para essas moléculas, que nao requerem processos complexos de purificagdo, fre-
quentemente aplicam-se as seguintes operagdes unitarias de concentragao ou redugao
do teor de agua do meio: precipitagdo da molécula-alvo seguida de nova solubiliza¢ao
em volume reduzido de solvente (Capitulo 6); filtragdo do meio através de membrana de
porosidade tal que moléculas de agua e, geralmente, componentes inorgénicos sao sepa-
rados da molécula-alvo (Capitulo 5); liofiliza¢ao, que é a remogdo de agua por meio de
sublimagéo, adequada a natureza biologica dos bioprodutos, e cristalizagdo da biomolé-
cula, que a um s6 tempo promove o aumento de sua concentragao, pureza e estabilidade.

Em contraponto a moléculas de baixa exigéncia de purificagao, tém-se as molécu-
las de elevada exigéncia de pureza, para as quais todas as grandes etapas do fluxogra-
ma da Figura 1.3 sdo aplicadas, resultando em um processo de purificagdo altamente
complexo, seja a célula produtora um simples procarioto ou um eucarioto. Para essas
moléculas, a completa purificagdo pode exigir mais de uma etapa cromatografica,
cada uma baseada em um principio diferente de separa¢do das moléculas, a fim de
atingir o grau de pureza necessario. Nesse caso, a ordem de aplicagao das separagoes
cromatograficas influira na pureza alcangada (Capitulo 22).

Agregar etapas ao processo de purificacio, seja de separagdo cromatografica ou
através de membranas, se por um lado acarreta elevagdo da pureza da molécula-alvo,
por outro reduz o rendimento, dado que as perdas sdo diretamente proporcionais ao
nimero de etapas do processo e sio cumulativas. Resulta dai que o estabelecimento
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da sequéncia de etapas do processo de purificagdo deve ser tal que contemple o maxi-
mo rendimento da molécula-alvo com o concomitante alcance da pureza necessaria a
sua aplicacdo e manutencio da identidade fisica e quimica, com o minimo de etapas.

Sdo regras basicas ao desenvolvimento do processo de purificagdo: o conhecimen-
to das caracteristicas da molécula-alvo; o estabelecimento das metodologias analiticas
para quantificagdo da molécula-alvo, incluindo medidas de atividade e identidade; a
remogdo de impurezas presentes em proporc¢ao elevada nos estagios iniciais do pro-
cesso, sobretudo quando se tratar de proteases que sdo enzimas; a aplicacdo sequen-
cial de operagbes unitarias baseadas em fundamentos diferentes, como tamanho
molecular, hidrofobicidade e carga.

1.5 CUSTO DO PROCESSO DE PURIFICAGAO

O custo do processo de purificagao depende em larga medida do nimero de etapas
e do tipo de operagdo de elevada resolugdo na purificagdo, pois, como ja foi dito, a
porcentagem de recuperagio esta inversamente relacionada ao nimero de etapas, e as
operagdes de elevada resolu¢do sdo aquelas de maior custo no processo. Resulta dai
que a natureza da molécula a ser purificada e seu uso final sdo, dentre os tantos fatores
interferentes no processo, aqueles de maior impacto. Produtos ditos farmacéuticos,
que sdo aqueles aplicados nas analises diagnosticas e, sobretudo, nos tratamentos te-
rapéuticos de humanos e animais, sdo os que requerem maior grau de pureza e, por-
tanto, a complexidade do processo de purificacdo para tais produtos é elevada,
podendo representar 80% do custo final do produto. No decorrer deste livro, sobretu-
do nos capitulos dedicados as separagdes cromatograficas, as dificuldades e a crescen-
te complexidade do processo de purificagdo serdo paulatinamente reveladas.

O custo e as perdas da molécula-alvo no processo de purificagdo sdo de fundamen-
tal importancia na viabilidade do processo. A Figura 1.4 mostra como o aumento do
numero de etapas do processo de purifica¢ao, assim como o rendimento de cada etapa,
influencia o rendimento e, consequentemente, o custo do produto final. Por exemplo,
se a cada operagao unitaria o rendimento em produto for de 90%, um rendimento sig-
nificativamente elevado, a aplicacdo de nove operagdes levard a um rendimento final
de cerca de apenas 40%. Ja para um rendimento de 80% em cada etapa, sete etapas re-
duziriam a produgao celular a pouco mais de 20%. Recuperagdes usuais da ordem de
ndo mais que 50% da producdo de um anticorpo sdo reportadas, o que dd uma ideia da
importéncia da questdo da ordem de grandeza da porcentagem de recuperagao.

Pode-se reduzir o nimero de etapas do processo combinando finalidades diferen-
tes em uma Unica etapa, por exemplo, clarificando, concentrando e pré-purificando
simultaneamente por meio da extragao em sistemas de duas fases aquosas (Capitulo 7).
A aplicagio das etapas cromatograficas em uma ordem 6tima também contribui para
a reducdo de etapas e perdas no processo. Por fim, deve-se mencionar a introdugéo
de modificagdes genéticas no desenvolvimento do microrganismo com o objetivo
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de aumentar a resolugio na purificagao, integrando totalmente as etapas de desenvol-
vimento do processo (Capitulo 22). Uma modificacado classica é aquela em que se
introduzem sequéncias adicionais de histidina em uma proteina ou peptideo, a fim de
torna-la susceptivel a adsor¢do em zinco ou niquel, previamente ligado a um leito
cromatografico (adsor¢ao baseada em afinidade quimica).
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Figura 1.4 Rendimento total (%) em massa na recuperagdo de uma molécula-alvo a cada etapa de um
processo de purificagdo com um total de nove etapas, cujos rendimentos variam de 70% a 95%.

Hé uma tendéncia em dotar proteinas resultantes de DNAr de sequéncias especificas
de aminodcidos, denominadas etiquetas ou rétulos (tag, em inglés), para que sejam
eficientemente adsorvidas por meio dessas etiquetas, simplificando o processo de puri-
ficacdo, pois a pureza necessaria a aplicagdo pode ser alcancada em uma sé operacéo de
cromatografia de adsor¢ao por afinidade. Por exemplo, anticorpos monoclonais sdo pu-
rificados por meio de etiquetas, tags, em operagdes de adsor¢cdo bem desenvolvidas e
consolidadas na forma de plataformas, dado que tais biomoléculas constituem impor-
tantes firmacos na drea de saude humana (Capitulo 20). Para proteinas de modo geral,
sem tags especificas, o processo sera definido, sobretudo, com base nas caracteristicas
fisico-quimicas da molécula e podera contar, dependendo da molécula e da pureza ne-
cessaria, com vérias operagdes de purificagao. Se por um lado as tags facilitam o proces-
so, reduzindo o numero de etapas, por outro, podem requerer a eliminagéo da tag.

1.6 TENDENCIAS EM PROCESSOS DE PURIFICACAO
DE BIOMOLECULAS

Os processos de purificagdo tém sido desafiados a tratarem volumes cada vez
maiores de meios contendo altas concentragdes de produtos de elevado valor agrega-
do. Dentre tais produtos destacam-se os anticorpos monoclonais, mAbs, largamente
aplicados no tratamento de céncer e doengas relacionadas ao sistema imunologico
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como a artrite reumatoide, em face do crescimento da popula¢ao de idosos em muitos
paises. Anticorpos monoclonais sdo as principais moléculas que impulsionam o de-
senvolvimento dos processos de purificagdo, pois respondem por 40% do mercado de
produtos biotecnoldgicos. Em vista de sua importancia, os anticorpos monoclonais
sdo abordados em um capitulo especifico, o Capitulo 20. A purificagdo de anticorpos
monoclonais é geralmente realizada por meio de adsor¢ao por afinidade especifica a
proteina A, uma proteina da parede celular da bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus. Tendo em vista que essa adsor¢ao especifica é a etapa mais custosa da purifi-
cagdo de mAbs, é nela que estdo centrados os esfor¢os de desenvolvimento de proces-
sos. As tendéncias apontam, sobretudo, para operagdes de cromatografia do tipo
multimodal, que utiliza multiplos tipos de interagao entre a fase estacionaria e a fase
movel, que ndo sé pode substituir a adsor¢ao especifica em proteina A como pode
fazé-lo com vantagem na diferenciagdo entre moléculas heterogéneas quanto a glico-
silagdo, quando se trata de anticorpos humanizados. Outras cromatografias, como a
interacio hidrofdbica e a adsor¢ao especifica a metais, sdo discutidas entre as tendén-
cias futuras abordadas no Capitulo 20.

O interesse na possibilidade de se estabelecer processos quimicos em regime con-
tinuo na escala industrial reside nas vantagens ja bem conhecidas em comparagao ao
regime de batelada, como redu¢io de custos e aumento da produtividade com conse-
quente redu¢do do tamanho da planta, além de proporcionar aumento de qualidade
do produto e flexibilidade na operagdo da planta para mais de um produto, vantagens
que também se verificam para os processos bioquimicos, incluindo o processo de
purificagdo. A possibilidade de se obter bioprodutos de melhor qualidade em compa-
ragdo as operagdes unitarias de purificacao em regime de batelada é um atrativo espe-
cial do processo de purificagao em regime continuo.

Nas operagdes unitarias de clarificagdo, como a filtragdo convencional, a centrifu-
gacao e as filtragdes tangenciais, é perfeitamente possivel conduzir o processo em re-
gime continuo, conforme se vera nos Capitulos 4 e 5. Na purifica¢ao intermediaria
por meio de precipitacdo e extracdo em sistemas de duas fases aquosas, também o
regime continuo pode ser aplicado, conforme descrito nos Capitulos 6 e 7. Entretanto,
nas operagdes de cromatografia, tanto as baseadas nas separagdes por adsor¢do da
molécula-alvo quanto nas separagdes baseadas no tamanho molar das moléculas, to-
das as etapas transcorrem de tal modo que sua eficiéncia esta firmemente ligada ao
seu modo descontinuo. Além disso, nos largos tempos de reten¢ao das moléculas que
ocorrem nas cromatografias em regime de batelada podem ocorrer agregagdes e des-
naturagdes de proteinas, resultantes de desarranjos espaciais, resultando em perda da
molécula-alvo. A possibilidade de aumento da velocidade de separa¢ao das moléculas
no regime continuo contribuira para minimizar tais perdas.

Os maiores desafios para o avango e o estabelecimento do processo de purificagédo de
biomoléculas no regime continuo encontram-se, sobretudo, nas operagdes de cromato-
grafias, as quais sdo imprescindiveis a purificagdo das biomoléculas destinadas a area de
saude. No Capitulo 15 descreve-se em detalhes a cromatografia em leito mével simu-
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lado, uma operagao em regime continuo de processos cromatograficos adsortivos
aplicados a separagdo de enantidmeros na industria farmacéutica. Outras configuracoes
de cromatografias em regime continuo podem ser encontradas na literatura especializada.

Conduzir a adsor¢do da molécula-alvo por meio de duas fases moveis liquidas,
uma estacionaria, assim mantida em fungdo de uma forga centrifuga, e a outra em
movimento, ¢ uma das novas tendéncias das operagdes cromatograficas, denominada
CPC, cromatografia de parti¢ao centrifuga, ou LLC, cromatografia liquido-liquido. O
sistema CPC por ora é empregado em fase preparativa, a fim de gerar massa de pro-
duto para o desenvolvimento do processo de purificacio e valida¢do de rotinas anali-
ticas de reconhecimento da molécula-alvo, com perspectivas reais de operacdo em
escala industrial. Em comparagdo a cromatografia convencional, o sistema CPC
consome menor volume de fase mével e ndo apresenta absor¢des irreversiveis, o que é
importante tendo em vista que as porcentagens de recuperagdo ainda sdo gargalo na
produgdo de biomoléculas.

Contribui para a viabilidade do regime continuo do processo de purificagio o au-
mento dos titulos de biomoléculas nos meios de cultivo. Por exemplo, anticorpos mo-
noclonais chegam a atingir altissimos cinco g/L, o que leva a viabilidade de se aplicar
operagoes de purificagdo distintas da cromatografia, como as extragdes em duas fases
liquidas, as separagdes através de membranas e as separagdes magnéticas apresentadas
no Capitulo 20, operagdes unitarias mais facilmente adaptaveis ao regime continuo.

A tecnologia de uso tnico (SUT, Single Use Technology) é de uso disseminado na
produgao de farmacos, quando dispositivos descartaveis sao empregados em lugar de
vasos e equipamentos, substituindo as tradicionais plantas de a¢o inoxidéavel, sobre-
tudo para volumes reduzidos e produtos de elevado valor agregado. Esta opgédo é, em
larga medida, beneficiada pela redugéo de riscos, redugao de investimentos de capi-
tal e energia e aumento de flexibilidade na operagdo do processo. Trata-se de técnica
consolidada para células animais, manuseio e armazenamento de liquidos, mas
apresenta-se mais desafiadora para os processos de purificacdo de biomoléculas con-
duzidos em larga escala, sobretudo com relagao as resinas cromatograficas e as mem-
branas de filtra¢ao tangencial.

1.7 ORGANIZAGAO DOS CAPITULOS

As operagdes unitarias que se aplicam aos processos de purificacdo de produtos
microbianos e de células animais sdo descritas ao longo dos capitulos, ordenados se-
gundo a logica do fluxograma da Figura 1.3, compreendendo, na sua maioria, uma
operagdo unitaria por capitulo, salvo as operagdes de filtragao e centrifugacao, reunidas
no Capitulo 4, as opera¢des que se aplicam para o rompimento de células, reunidas no
Capitulo 3, as varias operagdes unitarias que aplicam membranas, no Capitulo 5, seja
para clarificagdo, para aumento da concentragao de uma solu¢ao ou mesmo para iso-
lamento de uma determinada molécula. O Capitulo 2 trata de discorrer sobre as me-
todologias analiticas na identificagdo, caracterizagao e quantifica¢ao de biomoléculas,
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com a devida aplicagdo nos calculos de rendimento e fator de purificagdo alcangado
em uma ou mais etapas do processo, os quais sao ferramentas para o monitoramento
do processo de purificagdo, isto é, o controle do efetivo progresso no isolamento da
molécula-alvo em cada etapa do processo. O Capitulo 2 discorre também sobre a es-
tabilidade de proteinas em face de condi¢oes fisicas e quimicas, aspecto de importan-
cia fundamental a qualquer operagédo unitdria.

Os capitulos 19 a 21 tratam da purificacdo de grupos de moléculas especificas, os
plasmideos, os anticorpos e os peptideos, cuja importancia merece destaque. O Capi-
tulo 22, por fim, trata das possibilidades de integracao de propositos de duas ou mais
operagdes unitarias numa tinica etapa, bem como da ordenacéo adequada delas. Com
esta publicagdo, ndo se pretende esgotar nenhuma das proposicdes do processo de
purificagdo, quais sejam, de clarificar, concentrar, isolar e estabilizar uma dada bio-
molécula, e, sim, proporcionar ao estudante informagao suficiente para capacita-lo ao
tema e a busca de publicagoes especificas.
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Vacinas, anticorpos monoclonais, antibioticos, enzimas,
polimeros, combustiveis liquidos e gasosos obtidos a partir
de biomassa fazem parte da gama de biomoléculas produzi-
das em células microbianas e animais. A produc¢ao se da em
meios liquidos ou sdlidos Umidos, fazendo-se necessario,
posteriormente, isolar a biomolécula até que ela atinja um
grau de pureza que a torne adequada para o uso previsto.

Nos 22 capitulos desta obra, os autores, pesquisadores de renomadas institui-
¢oes de ensino e pesquisa do Brasil, da Argentina, da Eslovénia, de Portugal e do
Peru, abordam de maneira didatica parte expressiva das operacdes unitarias que
compodem os processos empregados no isolamento de biomoléculas, nas escalas
industrial e laboratorial. Dedica-se um capitulo aos métodos de quantificacdo e
caracterizacdo das biomoléculas e as técnicas para estabilizacdo de enzimas,
necessarias a manutencao da atividade dessas proteinas. Moléculas de elevado
interesse, como anticorpos monoclonais, peptideos e plasmideos, mereceram
capitulos exclusivos. No que tange a forma de conducdo das operacoes, foram
contempladas a cromatografia multimodal e a aplicacdo do regime continuo as
operacoes unitdrias quando esse regime apresenta viabilidade operacional. Por
fim, destaca-se aimportancia didatica da obra em vista dos exemplos industriais,
dos exercicios resolvidos e da extensa bibliografia.

Esta obra é destinada a alunos de cursos de graduacao em Engenharia Quimica
e de Alimentos, Farmacia-Bioquimica, Quimica, Engenharia de Bioprocessos,
Biotecnologia, Engenharia Bioquimica e Biologia; e pds-graduacdo em areas
correlatas. Industrias e laboratérios que atuam na area de biotecnologia
também sdo beneficiados, pois sdo apresentadas técnicas de uso consagrado e
em desenvolvimento.

www.blucher.com.br

8-85-2

9||788521“219460H BIUCher




%; ‘..n.O’..
g BEATRIZ VAHAN KILIKIAN St
i ESSOAJR. Y
Eﬁ\’. Clique aqui e:
e
PURIFICAGAO b/ VEJA NA LOJA
DE PRODUTOS ‘:\\ 3% :
BIOTECNOLOGICOS

Operagodes e processos com aplicagdo industria

22 edicdo revista e ampliada

SOJI2QTONDILOIE SOLNAOYd AA OYIVIIANG

49yonig
o
=
o
=
o
A5

Blucher

Purificacdo de Produtos Biotecnolégicos
Operac0es e processos com aplicacdo industrial

Beatriz Vahan Kilikian, Adalberto Pessoa Jr.

ISBN: 9788521219460
Paginas: 760

Formato: 17 x 24 cm
Ano de Publicacdo: 2020
Peso: 1.199 kg






