
Vacinas, anticorpos monoclonais, antibióticos, enzimas, 
polímeros, combustíveis líquidos e gasosos obtidos a partir 
de biomassa fazem parte da gama de biomoléculas produzi-
das em células microbianas e animais. A produção se dá em 
meios líquidos ou sólidos úmidos, fazendo-se necessário, 
posteriormente, isolar a biomolécula até que ela atinja um 
grau de pureza que a torne adequada para o uso previsto.

Nos 22 capítulos desta obra, os autores, pesquisadores de renomadas institui-

ções de ensino e pesquisa do Brasil, da Argentina, da Eslovênia, de Portugal e do 

Peru, abordam de maneira didática parte expressiva das operações unitárias que 

compõem os processos empregados no isolamento de biomoléculas, nas escalas 

industrial e laboratorial. Dedica-se um capítulo aos métodos de quantificação e 

caracterização das biomoléculas e às técnicas para estabilização de enzimas, 

necessárias à manutenção da atividade dessas proteínas. Moléculas de elevado 

interesse, como anticorpos monoclonais, peptídeos e plasmídeos, mereceram 

capítulos exclusivos. No que tange à forma de condução das operações, foram 

contempladas a cromatografia multimodal e a aplicação do regime contínuo às 

operações unitárias quando esse regime apresenta viabilidade operacional. Por 

fim, destaca-se a importância didática da obra em vista dos exemplos industriais, 

dos exercícios resolvidos e da extensa bibliografia.

Esta obra é destinada a alunos de cursos de graduação em Engenharia Química 

e de Alimentos, Farmácia-Bioquímica, Química, Engenharia de Bioprocessos, 

Biotecnologia, Engenharia Bioquímica e Biologia; e pós-graduação em áreas 

correlatas. Indústrias e laboratórios que atuam na área de biotecnologia 

também são beneficiados, pois são apresentadas técnicas de uso consagrado e 

em desenvolvimento.
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17Introdução

1.1 INTRODUÇÃO
Células microbianas e células animais, quando adequadamente cultivadas, são ca-

pazes de produzir uma gama imensa de produtos de interesse de uso em vários seto-
res, como saúde humana e animal, alimentos, meio ambiente e agrícola, e materiais, 
como polímeros, combustíveis líquidos e gasosos. Tais produtos, ou bioprodutos, ge-
ralmente são obtidos a partir de cultivos em meios líquidos e, com menor frequência, 
em meios sólidos úmidos. Faz-se necessário 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 operações unitárias de isolamento dos bioprodutos obtidos em cultivos 
de células microbianas e animais. Frequentemente as operações unitárias de isola-
mento são denominadas operações de purificação, denominação discutível, mas que 
é adotada neste livro por ser amplamente empregada.

1.2 TIPOS DE BIOMOLÉCULAS E CÉLULAS
Microrganismos são capazes de sintetizar moléculas tão simples quanto a molécula 

de etanol até moléculas tão complexas como hormônios, antibióticos e anticorpos. As 
próprias células microbianas são, por vezes, o produto do processo, por exemplo, quan-
do se trata de produzir fermento para a indústria de panificação, cervejaria e vinifica-
ção. A Figura 1.1 apresenta algumas biomoléculas produzidas em larga escala cujas 
estruturas químicas variam desde moléculas muito simples, como o ácido cítrico e o 
etanol, e moléculas de complexidade intermediária, como a dextrana, um polissacarí-
deo simples, pHB e goma xantana, que constituem heteropolissacarídeos, até molécu-
las de elevada complexidade, como a penicilina (antibiótico), a lisina (aminoácido), 
peptídeos (aspartame), e proteínas (hormônio de crescimento humano, HGF, proteí-
nas estruturais – queratina, colágeno – e funcionais – enzimas, anticorpos, antígenos). 
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18 Purificação de produtos biotecnológicos

Figura 1.1 Algumas biomoléculas produzidas em larga escala: ácido cítrico, etanol, dextrana, pHB, 
penicilina, lisina, aspartame, colágeno (proteína estrutural), hemoglobina (proteína funcional dos glóbulos 
vermelhos do sangue responsável pelo transporte de oxigênio) e L-asparaginase (proteína funcional).

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

As células de procariotos, ou procarióticas, constituídas, sobretudo, por bactérias 
e arqueas, são unicelulares. Como qualquer célula viva, possuem genoma, citoplas-
ma e membrana plasmática, e a maioria das espécies possui, também, parede celular 
rígida (Figura 3.2), a qual tem como principal função proteger a célula contra agres-
sões externas, como pressão osmótica e força de cisalhamento. No plano morfológico, 
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); vibriões (bacilos 
encurvados em forma de arco ou de vírgula, com flagelo numa das extremidades); e 
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espiroquetas (bacilos alongados e helicoidais que podem dispor de vários flagelos). A 
maioria das células procarióticas apresenta um único cromossomo e, portanto, uma 
única cópia de seu material genético, mas também podem conter fragmentos menores 
de DNA, na forma circular, denominados plasmídeos. Os procariotos apresentam 
metabolismos diversificados, o que é refletido na sua capacidade de colonização de 
diferentes ambientes, como tratos digestivos de animais e em ambientes vulcânicos, 
secos, gelados etc. Não possuem organelas celulares e conduzem seus processos meta-
bólicos na membrana celular.

As células eucarióticas são representadas, sobretudo, pelos fungos filamentosos, 
fungos unicelulares (leveduras), células animais e vegetais e, em sua maioria, são plu-
ricelulares e, portanto, mais complexas. As células eucarióticas apresentam núcleo 
delimitado por membrana no qual se encontra o DNA, característica que as diferencia 
dos procariotos. Além disso, os genomas eucarióticos são geralmente maiores do que 
os procarióticos. 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 definição das etapas do processo de purifi-
cação em vista das suas estruturas químicas de parede e membrana, dimensões, den-
sidade, agregação de impurezas de organelas e ácidos nucleicos, lipídeos e materiais 
particulados que elevam a viscosidade e comprometem as operações de isolamento 
por meio de adsorção, sobretudo quando a molécula-alvo é intracelular.

1.3 CARACTERIZAÇÃO DE BIOMOLÉCULAS E PUREZA
As biomoléculas, como se viu na Figura 1.1, podem ser desde simples álcoois até 

proteínas, e as estruturas de tais moléculas são decisivas na escolha das operações 
unitárias para o isolamento delas. Por exemplo, quando a massa molar da biomolécu-
la-alvo é significativamente diferente em relação à maioria das demais moléculas do 
meio, operações unitárias baseadas em separações por tamanho molar devem ser ex-
ploradas. A escolha das metodologias analíticas para quantificação da biomolécula-
-alvo e das impurezas, fundamental para o monitoramento do processo de purificação, 
também depende do conhecimento das características físico-químicas das principais 
biomoléculas do processo em desenvolvimento. Faz-se necessário, portanto, determi-
nar as características físico-químicas da molécula-alvo, bem como das principais im-
purezas e, ainda, ao final do processo, determinar a identidade química destas 
moléculas e impurezas que devem atender aos requisitos para a validação do processo. 
No Capítulo 2, “Processo de purificação: métodos analíticos e estabilidade de enzi-
mas”, o leitor encontrará menção a vários métodos para caracterização de biomolécu-
las quanto a massa molar, solubilidade e hidrofobicidade, mobilidade eletroforética, 
estrutura química e atividade biológica. Uma caracterização detalhada de uma molé-
cula complexa e sujeita a alterações de forma requer estudos aprofundados dos méto-
dos citados no Capítulo 2 e até mesmo a contratação de laboratórios especializados, 
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pois, a validação de processos para produtos de uso terapêutico passa pela comprova-
ção da estrutura química e da atividade biológica da molécula-alvo.

No estabelecimento de um processo de purificação deve-se definir o objetivo 
quanto à pureza da biomolécula-alvo, ou seja, qual o seu teor no produto final, de tal 
forma a projetar um processo coerente com a aplicação. Quando se tratar de produto 
com atividade biológica, a relação entre esta atividade e a massa do produto deverá ser 
estabelecida entre os objetivos. A quantidade que será obtida relativa à quantidade 
produzida – o rendimento, portanto – é um parâmetro que definirá a viabilidade 
econômica do processo produtivo.

Frequentemente não é suficiente obter uma proteína a uma pureza elevada, tam-
bém é necessária uma elevada homogeneidade. Ações de proteases durante a expres-
são da proteína desejada ou proteólise durante a purificação, formação de oligômeros 
ou agregados, modificações pós-traducionais como as glicosilações, perda de subuni-
dades, podem resultar em moléculas heterogêneas. 

Obter uma proteína a 95% de pureza ou mais não significa que esta se encontra 
adequada para uso. A aceitabilidade dependerá do conteúdo remanescente nas molé-
culas que constituem a massa de 5%. Mesmo impurezas menores, biologicamente ati-
vas, são inaceitáveis do ponto de vista das aplicações científicas e terapêuticas. Faz-se 
importante, portanto, diferenciar as impurezas que precisam ser reduzidas a níveis 
determinados e aceitáveis e aquelas que devem ser totalmente eliminadas.

Existem produtos cuja aplicação não só requer elevado grau de pureza, mas tam-
bém quase total isenção de determinadas impurezas, como as endotoxinas. Uma varie-
dade cada vez maior de biomoléculas destinadas à saúde humana e animal é produzida 
em bactérias geneticamente modificadas, como Escherichia coli, o que acarreta conta-
minação com endotoxinas que, mesmo em concentrações muito baixas (~100 pg), po-
dem ativar o sistema imune, alterar as funções metabólicas, aumentar a temperatura 
corpórea e levar o indivíduo a óbito. As concentrações limites de endotoxina nas pre-
parações farmacêuticas são estabelecidas por agências reguladoras e são decisivas na 
liberação do produto para o uso humano e animal. Os limites considerados aceitáveis 
pela United States Pharmacopeia (USP) e pela Food and Drug Administration (FDA) 
são definidos em função da dose de medicamento a ser administrada ao paciente. 

Por outro lado, há casos de biofármacos para os quais importantes agências re-
guladoras não estabelecem limites de pureza simplesmente porque não detêm os 
padrões de segurança, eficácia e qualidade. É o caso do antileucêmico L-asparaginase, 
um medicamento injetável. As características de pureza desse bioproduto não cons-
tam da Farmacopeia Brasileira, da Farmacopeia Americana (USP) e nem da Farmaco-
peia Europeia (EP, European Pharmacopoeia). Também não são padronizadas pela 
principal agência de controle de medicamentos da União Europeia, a European Medi-
cines Agency (EMA), responsável pela avaliação científica, supervisão e monitora-
mento de segurança de fármacos presentes nos 28 países membros. Essa indefinição 
sobre tolerância a tipos e concentrações de impurezas tem gerado questionamentos de 
diversos setores da sociedade civil brasileira (hospitais, vigilância sanitária, médicos 
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oncologistas, associações de pacientes e cientistas), uma vez que provoca insegurança 
no seu uso. Por exemplo, comercializam-se no mercado internacional, incluindo o 
Brasil, diferentes medicamentos contendo o princípio ativo L-asparaginase, todos 
com qualidade questionável, uma vez que contêm tipos e quantidades de impurezas 
desconhecidas. Neste caso, o produto vem sendo comercializado com base em pa-
drões genéricos de qualidade, como atividade enzimática, massa molecular por ele-
troforese em gel de poliacrilamida e concentração de lipopolissacarídeos (LPS, 
endotoxina bacteriana pelo método de coagulação em gel, um método semiquantita-
tivo). No caso desse biofármaco, é urgente o estabelecimento de padrões de qualidade 
publicados em monografias confiáveis nas Farmacopeias, uma vez que vêm sendo 
ignorados os efeitos das impurezas presentes.

1.4 ESTABELECIMENTO DO PROCESSO DE PURIFICAÇÃO
Vários são os fatores que devem ser considerados na definição do processo de pu-

rificação de uma biomolécula. O sistema de expressão adotado, isto é, a célula e o 
conjunto de genes de expressão e as características físico-químicas da molécula-alvo 
e, em grande medida, a aplicação final são 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 expressão adotado. 

Algumas questões que se colocam ante o desenvolvimento de um processo de pu-
rificação de uma biomolécula são: qual o uso final da molécula-alvo? Qual a pureza a 
ser alcançada? Qual a concentração da molécula-alvo no meio de cultivo? Quais as 
características físico-químicas da molécula-alvo? A molécula-alvo tem atividade 
biológica? A molécula-alvo será transportada? Qual o tempo estimado de armaze-
namento da molécula-alvo até o seu efetivo emprego? Há impurezas que devem ser 
eliminadas? Quais as características de tais impurezas? Qual a concentração de tais 
impurezas? As respostas a essas perguntas certamente direcionarão o desenvolvimento 
do processo de purificação.

Antes mesmo da definição das etapas do processo de purificação, é preciso definir 
as metodologias analíticas para a quantificação da molécula-alvo, incluindo medidas 
de atividade biológica, quando for pertinente, e medidas da identidade química da 
molécula-alvo. Este conjunto de ferramentas será fundamental ao desenvolvimento 
do processo, dado que as operações unitárias selecionadas deverão se mostrar eficien-
tes não somente quanto ao isolamento da molécula-alvo, mas também quanto ao 
percentual de recuperação em relação à massa e atividade biológica (quando perti-
nente) inicialmente presente no meio de cultivo. Além disso, o processo de purifica-
ção estabelecido deverá ser capaz de processar o volume de meio em um tempo tal que 
não comprometa a estabilidade da biomolécula resultante do cultivo celular. Resu-
mindo, portanto, tem-se que se iniciam os estudos de purificação com análises de 
caracterização da biomolécula-alvo e impurezas e o estabelecimento de rotinas analí-
ticas quantitativas e qualitativas (Capítulo 2), pois sem essas ferramentas não há como 
quantificar o sucesso de cada operação unitária testada.
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A despeito da variedade de características de biomoléculas/células/meios e opera-
ções unitárias de purificação, o processo pode ser dividido em quatro etapas genéri-
cas, facilitando o desenvolvimento do processo de purificação e também a organização 
do conteúdo deste livro. Essas quatro etapas são as seguintes: separação de células e 
seus fragmentos do meio de cultivo (clarificação); concentração e/ou purificação de 
baixa resolução; purificação de alta resolução; e, finalmente, operações para o acondi-
cionamento final do produto, o que pode incluir sua estabilização. A Figura 1.3 apre-
senta um fluxograma genérico do processo de purificação baseado nessa divisão do 
processo em quatro etapas.

 

Meio de cultivo com células ou 
microrganismos em suspensão 

 Clarificação 
(separação células/meio) 

Células 
(produtos intracelulares) 

Sobrenadante 
(produtos extracelulares) 

Rompimento de células 
ou microrganismos 

Remoção de fragmentos de 
células ou microrganismos 

Separação/concentração
de moléculas 

Purificação 

Tratamentos finais 

Fração sólida Sobrenadante 

Figura 1.3 Etapas de um processo genérico de purificação de biomoléculas.
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A operação de clarificação é assim denominada, pois, a remoção dos sólidos sus-
pensos, constituídos principalmente por células íntegras e seus fragmentos resulta 
em redução da turbidez do meio. Para produtos associados às células é necessário 
efetuar o rompimento celular, processo que é efetuado sobre o adensado de células 
obtido após a clarificação do meio de cultivo. Produtos intracelulares tornam o pro-
cesso de purificação de biomoléculas mais difícil em comparação a produtos extrace-
lulares, dado que demandam o rompimento das células. Como consequência, ocorre 
aumento da viscosidade do meio devido à liberação de nucleotídeos, e a molécula-
-alvo é liberada junto com todas as outras moléculas intracelulares, o que amplia a 
diversidade de contaminantes.

As operações de concentração e/ou purificação de baixa resolução, ou purificação 
intermediária, compreendem a separação da molécula-alvo, por exemplo, uma pro-
teína, em relação a moléculas com características físico-químicas significativamente 
diferentes, como água, íons, pigmentos, ácidos nucleicos, polissacarídeos, lipídeos, 
vírus e até mesmo proteínas quando estas estão presentes em concentrações elevadas. 
Dito de uma forma simples, trata-se de promover o isolamento entre a molécula-alvo 
e a maioria das outras moléculas. A resolução é a capacidade de uma determinada 
operação em isolar a molécula-alvo em relação a outras moléculas, ou seja, resolver a 
separação desejada. No Capítulo 8, “Introdução à cromatografia”, encontra-se uma 
definição matemática para o termo “resolução” na separação de moléculas em uma ope-
ração de cromatografia.

Já as operações unitárias de purificação de alta resolução geralmente compreen-
dem a separação entre classes de moléculas com características físico-químicas seme-
lhantes, como proteínas, o que de fato ocorre nos estágios finais do processo, quando 
impurezas de naturezas diversas já foram eliminadas. Na captura da molécula-alvo 
em operações unitárias de resolução particularmente elevada, a purificação interme-
diária pode até mesmo ser omitida. São consideradas operações unitárias de elevada 
resolução as adsorções nas cromatografias em leito fixo ou expandido (Capítulos 10, 
11, 12, 13 e 14), a separação baseada na massa molar também em cromatografia em 
leito fixo (Capítulo 9) ou através de membranas (Capítulo 5). É nas etapas de elevada 
resolução que em geral a questão da capacidade da operação unitária em processar o 
volume de meio líquido em intervalo de tempo apropriado pode vir a ser fator crítico, 
embora a velocidade de processamento geralmente seja decisiva no início do processo, 
quando proteases não foram eliminadas. A ampliação da escala de colunas de croma-
tografia, geralmente aplicadas nas separações de elevada resolução, pode significar 
agregação de custos, resultando em valores proibitivos à comercialização da biomolé-
cula. Não por acaso, busca-se a redução do volume de meio a processar na etapa de 
purificação de baixa resolução.
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Nas operações de polimento, como a cristalização (Capítulo 17), apenas concen-
trações residuais de contaminantes permanecem com a molécula-alvo e, possivel-
mente, moléculas similares à molécula-alvo. Nessas operações é possível elevar a 
concentração da molécula-alvo, estabilizá-la a uma forma passível de transporte e 
armazenamento e até mesmo eliminar traços de impurezas no caso da cristalização. 
A estabilização é a preservação do bioproduto em condições tais que este mantenha 
sua capacidade biológica por amplos intervalos de tempo, de modo a permitir seu 
transporte e armazenamento. 

O Quadro 1.1 apresenta as operações unitárias empregadas nos processos de puri-
ficação viáveis em escala industrial, a etapa à qual pertencem e o princípio que rege o 
isolamento da biomolécula-alvo em relação às demais moléculas.

Quadro 1.1 Operações unitárias do processo de purificação de produtos biotecnológicos

Etapa do processo Operações unitárias Princípio

Clarificação

Filtração convencional Tamanho de partículas

Centrifugação Tamanho e densidade de partículas 

Filtração tangencial (membranas) Tamanho de partículas

Floculação Hidrofobicidade de partículas

Rompimento  
de células

Homegeneização Cisalhamento

Ultrassom Cisalhamento

Moagem em moinho de bolas Cisalhamento

Rompimento químico  
ou enzimático

Hidrólise, solubilização ou desidratação 
de moléculas que compõem a parede  

ou membrana celular

Purificação de 
baixa resolução

Precipitação Solubilidade

Ultrafiltração (membranas)
Massa molar e raio hidrodinâmico  

de moléculas

Extração em sistemas de duas 
fases líquidas

Solubilidade

(continua)
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Etapa do processo Operações unitárias Princípio

Purificação  
de alta resolução

Cromatografia de troca iônica
Tipo e densidade de carga na  

superfície da biomolécula

Cromatografia de afinidade  
(biológica ou química) 

Sítios específicos da superfície  
de uma proteína (adsorção)

Cromatografia de imunoafinidade 
Sítios específicos da superfície de uma 

proteína (adsorção antígeno/anticorpo)

Cromatografia de interação 
hidrofóbica

Hidrofobicidade

Cromatografia de exclusão 
molecular 

Massa molar 

Membranas adsortivas
Massa molar e características para  
adsorção ou sítios específicos da  

superfície de uma proteína 

Tratamentos finais

Cristalização 
Solubilidade e características de  

equilíbrio líquido-sólido

Liofilização Características de equilíbrio líquido-sólido

Secagem Características de equilíbrio líquido-sólido

Um olhar comparativo sobre as operações unitárias apresentadas no Quadro 1.1 e 
as obras clássicas sobre as operações unitárias de separação na Engenharia Química 
revelará a similaridade nas duas grandes áreas. Contudo, um olhar sobre o conteúdo 
específico de cada uma das operações unitárias apresentadas neste livro revelará que 
as especificidades físicas e químicas de biomoléculas como antibióticos, peptídeos, 
aminoácidos e proteínas (tamanho; sensibilidade a temperatura, pH e força iônica; 
forma que muitas vezes precisa ser preservada sob pena de perda da capacidade bio-
lógica) requererá cuidados especiais na condução de tais operações. A molécula de 
etanol, álcool largamente produzido por via microbiana, é uma exceção, pois seu 
isolamento a partir do meio clarificado, isto é, isento de células, resume-se a opera-
ções de destilação idênticas àquelas adotadas na indústria química convencional. 

As características de células e biomoléculas que norteiam a seleção das operações 
unitárias de purificação, bem como as rotinas analíticas por meio das quais tais ca-
racterísticas são determinadas, estão apresentadas no Capítulo 2, “Processo de purifi-
cação: métodos analíticos e estabilidade de enzimas”.

Quadro 1.1 Operações unitárias do processo de purificação de produtos biotecnológicos (continuação)
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A efetivação de cada etapa não necessariamente compreende a aplicação de uma 
única operação unitária. Por exemplo, após uma centrifugação pode haver a necessi-
dade de uma filtração tangencial para a total remoção de sólidos suspensos, caso o 
meio líquido seja dirigido a uma cromatografia em leito empacotado, operação de 
adsorção que não suporta a inserção de sólidos suspensos. Em outro exemplo, após 
uma precipitação em ambiente aquoso de elevada concentração salina, uma diafiltra-
ção poderá ser necessária (processo de separação através de membranas) para ajuste 
da força iônica do meio a valores adequados a uma cromatografia por troca iônica. 

Moléculas como etanol, por exemplo, são isoladas em processo que basicamente 
compreende a clarificação para separação da levedura, seguida da destilação (Capítu-
lo 18) para obtenção de uma fração rica em etanol, portanto, não ocorrem os quatro 
grupos de etapas do processo de purificação. Vários microrganismos são capazes de 
produzir álcoois como etanol e metanol, substituindo o petróleo, fonte usual de ob-
tenção desses álcoois, por matérias-primas renováveis como a cana de açúcar e o mi-
lho, que são as principais fontes de obtenção de etanol por via fermentativa.

Diversas enzimas de uso industrial tampouco necessitam de todas as etapas de 
purificação. O simples aumento da concentração da molécula-alvo, isto é, a redução 
do teor de água do meio e sua estabilização, por vezes, são suficientes. Ácidos orgâni-
cos como os ácidos cítrico, lático e acético também constituem classe de moléculas 
produzidas alternativamente por via microbiana, cuja purificação não é complexa, 
limitando-se a operações de precipitação e concentração.

Para essas moléculas, que não requerem processos complexos de purificação, fre-
quentemente aplicam-se as seguintes operações unitárias de concentração ou redução 
do teor de água do meio: precipitação da molécula-alvo seguida de nova solubilização 
em volume reduzido de solvente (Capítulo 6); filtração do meio através de membrana de 
porosidade tal que moléculas de água e, geralmente, componentes inorgânicos são sepa-
rados da molécula-alvo (Capítulo 5); liofilização, que é a remoção de água por meio de 
sublimação, adequada à natureza biológica dos bioprodutos, e cristalização da biomolé-
cula, que a um só tempo promove o aumento de sua concentração, pureza e estabilidade.

Em contraponto a moléculas de baixa exigência de purificação, têm-se as molécu-
las de elevada exigência de pureza, para as quais todas as grandes etapas do fluxogra-
ma da Figura 1.3 são aplicadas, resultando em um processo de purificação altamente 
complexo, seja a célula produtora um simples procarioto ou um eucarioto. Para essas 
moléculas, a completa purificação pode exigir mais de uma etapa cromatográfica, 
cada uma baseada em um princípio diferente de separação das moléculas, a fim de 
atingir o grau de pureza necessário. Nesse caso, a ordem de aplicação das separações 
cromatográficas influirá na pureza alcançada (Capítulo 22). 

Agregar etapas ao processo de purificação, seja de separação cromatográfica ou 
através de membranas, se por um lado acarreta elevação da pureza da molécula-alvo, 
por outro reduz o rendimento, dado que as perdas são diretamente proporcionais ao 
número de etapas do processo e são cumulativas. Resulta daí que o estabelecimento 
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da sequência de etapas do processo de purificação deve ser tal que contemple o máxi-
mo rendimento da molécula-alvo com o concomitante alcance da pureza necessária à 
sua aplicação e manutenção da identidade física e química, com o mínimo de etapas.

São regras básicas ao desenvolvimento do processo de purificação: o conhecimen-
to das características da molécula-alvo; o estabelecimento das metodologias analíticas 
para quantificação da molécula-alvo, incluindo medidas de atividade e identidade; a 
remoção de impurezas presentes em proporção elevada nos estágios iniciais do pro-
cesso, sobretudo quando se tratar de proteases que são enzimas; a aplicação sequen-
cial de operações unitárias baseadas em fundamentos diferentes, como tamanho 
molecular, hidrofobicidade e carga.

1.5 CUSTO DO PROCESSO DE PURIFICAÇÃO
O custo do processo de purificação depende em larga medida do número de etapas 

e do tipo de operação de elevada resolução na purificação, pois, como já foi dito, a 
porcentagem de recuperação está inversamente relacionada ao número de etapas, e as 
operações de elevada resolução são aquelas de maior custo no processo. Resulta daí 
que a natureza da molécula a ser purificada e seu uso final são, dentre os tantos fatores 
interferentes no processo, aqueles de maior impacto. Produtos ditos farmacêuticos, 
que são aqueles aplicados nas análises diagnósticas e, sobretudo, nos tratamentos te-
rapêuticos de humanos e animais, são os que requerem maior grau de pureza e, por-
tanto, a complexidade do processo de purificação para tais produtos é elevada, 
podendo representar 80% do custo final do produto. No decorrer deste livro, sobretu-
do nos capítulos dedicados às separações cromatográficas, as dificuldades e a crescen-
te complexidade do processo de purificação serão paulatinamente reveladas.

O custo e as perdas da molécula-alvo no processo de purificação são de fundamen-
tal importância na viabilidade do processo. A Figura 1.4 mostra como o aumento do 
número de etapas do processo de purificação, assim como o rendimento de cada etapa, 
influencia o rendimento e, consequentemente, o custo do produto final. Por exemplo, 
se a cada operação unitária o rendimento em produto for de 90%, um rendimento sig-
nificativamente elevado, a aplicação de nove operações levará a um rendimento final 
de cerca de apenas 40%. Já para um rendimento de 80% em cada etapa, sete etapas re-
duziriam a produção celular a pouco mais de 20%. Recuperações usuais da ordem de 
não mais que 50% da produção de um anticorpo são reportadas, o que dá uma ideia da 
importância da questão da ordem de grandeza da porcentagem de recuperação.

Pode-se reduzir o número de etapas do processo combinando finalidades diferen-
tes em uma única etapa, por exemplo, clarificando, concentrando e pré-purificando 
simultaneamente por meio da extração em sistemas de duas fases aquosas (Capítulo 7). 
A aplicação das etapas cromatográficas em uma ordem ótima também contribui para 
a redução de etapas e perdas no processo. Por fim, deve-se mencionar a introdução 
de modificações genéticas no desenvolvimento do microrganismo com o objetivo 
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de aumentar a resolução na purificação, integrando totalmente as etapas de desenvol-
vimento do processo (Capítulo 22). Uma modificação clássica é aquela em que se 
introduzem sequências adicionais de histidina em uma proteína ou peptídeo, a fim de 
torná-la susceptível à adsorção em zinco ou níquel, previamente ligado a um leito 
cromatográfico (adsorção baseada em afinidade química). 
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Figura 1.4 Rendimento total (%) em massa na recuperação de uma molécula-alvo a cada etapa de um 
processo de purificação com um total de nove etapas, cujos rendimentos variam de 70% a 95%.

Há uma tendência em dotar proteínas resultantes de DNAr de sequências específicas 
de aminoácidos, denominadas etiquetas ou rótulos (tag, em inglês), para que sejam 
eficientemente adsorvidas por meio dessas etiquetas, simplificando o processo de puri-
ficação, pois a pureza necessária à aplicação pode ser alcançada em uma só operação de 
cromatografia de adsorção por afinidade. Por exemplo, anticorpos monoclonais são pu-
rificados por meio de etiquetas, tags, em operações de adsorção bem desenvolvidas e 
consolidadas na forma de plataformas, dado que tais biomoléculas constituem impor-
tantes fármacos na área de saúde humana (Capítulo 20). Para proteínas de modo geral, 
sem tags específicas, o processo será definido, sobretudo, com base nas características 
físico-químicas da molécula e poderá contar, dependendo da molécula e da pureza ne-
cessária, com várias operações de purificação. Se por um lado as tags facilitam o proces-
so, reduzindo o número de etapas, por outro, podem requerer a eliminação da tag.

1.6 TENDÊNCIAS EM PROCESSOS DE PURIFICAÇÃO  
 DE BIOMOLÉCULAS

Os processos de purificação têm sido desafiados a tratarem volumes cada vez 
maiores de meios contendo altas concentrações de produtos de elevado valor agrega-
do. Dentre tais produtos destacam-se os anticorpos monoclonais, mAbs, largamente 
aplicados no tratamento de câncer e doenças relacionadas ao sistema imunológico 
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como a artrite reumatoide, em face do crescimento da população de idosos em muitos 
países. Anticorpos monoclonais são as principais moléculas que impulsionam o de-
senvolvimento dos processos de purificação, pois respondem por 40% do mercado de 
produtos biotecnológicos. Em vista de sua importância, os anticorpos monoclonais 
são abordados em um capítulo específico, o Capítulo 20. A purificação de anticorpos 
monoclonais é geralmente realizada por meio de adsorção por afinidade específica à 
proteína A, uma proteína da parede celular da bactéria Gram-positiva Staphylococcus 
aureus. Tendo em vista que essa adsorção específica é a etapa mais custosa da purifi-
cação de mAbs, é nela que estão centrados os esforços de desenvolvimento de proces-
sos. As tendências apontam, sobretudo, para operações de cromatografia do tipo 
multimodal, que utiliza múltiplos tipos de interação entre a fase estacionária e a fase 
móvel, que não só pode substituir a adsorção específica em proteína A como pode 
fazê-lo com vantagem na diferenciação entre moléculas heterogêneas quanto à glico-
silação, quando se trata de anticorpos humanizados. Outras cromatografias, como a 
interação hidrofóbica e a adsorção específica a metais, são discutidas entre as tendên-
cias futuras abordadas no Capítulo 20.

O interesse na possibilidade de se estabelecer processos químicos em regime con-
tínuo na escala industrial reside nas vantagens já bem conhecidas em comparação ao 
regime de batelada, como redução de custos e aumento da produtividade com conse-
quente redução do tamanho da planta, além de proporcionar aumento de qualidade 
do produto e flexibilidade na operação da planta para mais de um produto, vantagens 
que também se verificam para os processos bioquímicos, incluindo o processo de 
purificação. A possibilidade de se obter bioprodutos de melhor qualidade em compa-
ração às operações unitárias de purificação em regime de batelada é um atrativo espe-
cial do processo de purificação em regime contínuo. 

Nas operações unitárias de clarificação, como a filtração convencional, a centrifu-
gação e as filtrações tangenciais, é perfeitamente possível conduzir o processo em re-
gime contínuo, conforme se verá nos Capítulos 4 e 5. Na purificação intermediária 
por meio de precipitação e extração em sistemas de duas fases aquosas, também o 
regime contínuo pode ser aplicado, conforme descrito nos Capítulos 6 e 7. Entretanto, 
nas operações de cromatografia, tanto as baseadas nas separações por adsorção da 
molécula-alvo quanto nas separações baseadas no tamanho molar das moléculas, to-
das as etapas transcorrem de tal modo que sua eficiência está firmemente ligada ao 
seu modo descontínuo. Além disso, nos largos tempos de retenção das moléculas que 
ocorrem nas cromatografias em regime de batelada podem ocorrer agregações e des-
naturações de proteínas, resultantes de desarranjos espaciais, resultando em perda da 
molécula-alvo. A possibilidade de aumento da velocidade de separação das moléculas 
no regime contínuo contribuirá para minimizar tais perdas. 

Os maiores desafios para o avanço e o estabelecimento do processo de purificação de 
biomoléculas no regime contínuo encontram-se, sobretudo, nas operações de cromato-
grafias, as quais são imprescindíveis à purificação das biomoléculas destinadas à área de 
saúde. No Capítulo 15 descreve-se em detalhes a cromatografia em leito móvel simu-
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lado, uma operação em regime contínuo de processos cromatográficos adsortivos 
aplicados à separação de enantiômeros na indústria farmacêutica. Outras configurações 
de cromatografias em regime contínuo podem ser encontradas na literatura especializada. 

Conduzir a adsorção da molécula-alvo por meio de duas fases móveis líquidas, 
uma estacionária, assim mantida em função de uma força centrífuga, e a outra em 
movimento, é uma das novas tendências das operações cromatográficas, denominada 
CPC, cromatografia de partição centrífuga, ou LLC, cromatografia líquido-líquido. O 
sistema CPC por ora é empregado em fase preparativa, a fim de gerar massa de pro-
duto para o desenvolvimento do processo de purificação e validação de rotinas analí-
ticas de reconhecimento da molécula-alvo, com perspectivas reais de operação em 
escala industrial. Em comparação à cromatografia convencional, o sistema CPC 
consome menor volume de fase móvel e não apresenta absorções irreversíveis, o que é 
importante tendo em vista que as porcentagens de recuperação ainda são gargalo na 
produção de biomoléculas.

Contribui para a viabilidade do regime contínuo do processo de purificação o au-
mento dos títulos de biomoléculas nos meios de cultivo. Por exemplo, anticorpos mo-
noclonais chegam a atingir altíssimos cinco g/L, o que leva à viabilidade de se aplicar 
operações de purificação distintas da cromatografia, como as extrações em duas fases 
líquidas, as separações através de membranas e as separações magnéticas apresentadas 
no Capítulo 20, operações unitárias mais facilmente adaptáveis ao regime contínuo.

A tecnologia de uso único (SUT, Single Use Technology) é de uso disseminado na 
produção de fármacos, quando dispositivos descartáveis são empregados em lugar de 
vasos e equipamentos, substituindo as tradicionais plantas de aço inoxidável, sobre-
tudo para volumes reduzidos e produtos de elevado valor agregado. Esta opção é, em 
larga medida, beneficiada pela redução de riscos, redução de investimentos de capi-
tal e energia e aumento de flexibilidade na operação do processo. Trata-se de técnica 
consolidada para células animais, manuseio e armazenamento de líquidos, mas 
apresenta-se mais desafiadora para os processos de purificação de biomoléculas con-
duzidos em larga escala, sobretudo com relação às resinas cromatográficas e às mem-
branas de filtração tangencial.

1.7 ORGANIZAÇÃO DOS CAPÍTULOS
As operações unitárias que se aplicam aos processos de purificação de produtos 

microbianos e de células animais são descritas ao longo dos capítulos, ordenados se-
gundo a lógica do fluxograma da Figura 1.3, compreendendo, na sua maioria, uma 
operação unitária por capítulo, salvo as operações de filtração e centrifugação, reunidas 
no Capítulo 4, as operações que se aplicam para o rompimento de células, reunidas no 
Capítulo 3, as várias operações unitárias que aplicam membranas, no Capítulo 5, seja 
para clarificação, para aumento da concentração de uma solução ou mesmo para iso-
lamento de uma determinada molécula. O Capítulo 2 trata de discorrer sobre as me-
todologias analíticas na identificação, caracterização e quantificação de biomoléculas, 
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com a devida aplicação nos cálculos de rendimento e fator de purificação alcançado 
em uma ou mais etapas do processo, os quais são ferramentas para o monitoramento 
do processo de purificação, isto é, o controle do efetivo progresso no isolamento da 
molécula-alvo em cada etapa do processo. O Capítulo 2 discorre também sobre a es-
tabilidade de proteínas em face de condições físicas e químicas, aspecto de importân-
cia fundamental a qualquer operação unitária. 

Os capítulos 19 a 21 tratam da purificação de grupos de moléculas específicas, os 
plasmídeos, os anticorpos e os peptídeos, cuja importância merece destaque. O Capí-
tulo 22, por fim, trata das possibilidades de integração de propósitos de duas ou mais 
operações unitárias numa única etapa, bem como da ordenação adequada delas. Com 
esta publicação, não se pretende esgotar nenhuma das proposições do processo de 
purificação, quais sejam, de clarificar, concentrar, isolar e estabilizar uma dada bio-
molécula, e, sim, proporcionar ao estudante informação suficiente para capacitá-lo ao 
tema e à busca de publicações específicas.
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Vacinas, anticorpos monoclonais, antibióticos, enzimas, 
polímeros, combustíveis líquidos e gasosos obtidos a partir 
de biomassa fazem parte da gama de biomoléculas produzi-
das em células microbianas e animais. A produção se dá em 
meios líquidos ou sólidos úmidos, fazendo-se necessário, 
posteriormente, isolar a biomolécula até que ela atinja um 
grau de pureza que a torne adequada para o uso previsto.

Nos 22 capítulos desta obra, os autores, pesquisadores de renomadas institui-

ções de ensino e pesquisa do Brasil, da Argentina, da Eslovênia, de Portugal e do 

Peru, abordam de maneira didática parte expressiva das operações unitárias que 

compõem os processos empregados no isolamento de biomoléculas, nas escalas 

industrial e laboratorial. Dedica-se um capítulo aos métodos de quantificação e 

caracterização das biomoléculas e às técnicas para estabilização de enzimas, 

necessárias à manutenção da atividade dessas proteínas. Moléculas de elevado 

interesse, como anticorpos monoclonais, peptídeos e plasmídeos, mereceram 

capítulos exclusivos. No que tange à forma de condução das operações, foram 

contempladas a cromatografia multimodal e a aplicação do regime contínuo às 

operações unitárias quando esse regime apresenta viabilidade operacional. Por 

fim, destaca-se a importância didática da obra em vista dos exemplos industriais, 

dos exercícios resolvidos e da extensa bibliografia.

Esta obra é destinada a alunos de cursos de graduação em Engenharia Química 

e de Alimentos, Farmácia-Bioquímica, Química, Engenharia de Bioprocessos, 

Biotecnologia, Engenharia Bioquímica e Biologia; e pós-graduação em áreas 

correlatas. Indústrias e laboratórios que atuam na área de biotecnologia 

também são beneficiados, pois são apresentadas técnicas de uso consagrado e 

em desenvolvimento.
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