Capitulo 3

Engenharia Bioquimica & Biotecnologia *

G G T BTN OO

|. Evolucdo do Tema

R & anto o processamento de materiais de origem bioldgica como os processos que
empregam células, enzimas e outros componentes ou produtos do metabolismo
celular foram incorporados aos dominios da Engenharia Quimica na primeira

década da segunda metade do século XX. O termo Engenharia Bioquimica foi utilizado

pela primeira vez, segundo Humphrey (2000), em 1946. A difusdo desse termo tornou-se
verdadeiramente expressiva com a publicagdo de notaveis livros-texto (Steel, 1957; Webb,

1964 e Aiba, 1965), que introduziram este tema de modo definitivo entre as especialidades

da Engenharia Quimica.

A produgdo em larga escala de antibidticos por fermentacdo submersa ¢ apontada

por muitos autores como fundamental for¢a motriz para a intensificagao das pesquisas € a

geracdo de conhecimentos nessa, entdo, nova especialidade. As universidades americanas,

japonesas e européias foram ageis em incorpora-la aos seus curriculos universitarios e a sua
estrutura académica. O Brasil também respondeu as demandas de formagao e investigacao
nesse novo tema e algumas universidades incorporaram a nascente Engenharia Bioquimica

como parte integrante da Engenharia Quimica, conferindo-lhe um status departamental, o

que representou, a época, um so6lido reconhecimento da importincia daquele ramo do saber.

A Escola Politécnica da USP e a Escola de Quimica da UFRJ, salvo engano, foram as

primeiras unidades universitarias brasileiras que criaram Departamentos de Engenharia

Biogquimica. Os Professores Walter Borzani (USP) e Vitalis Moritz (UFRJ) lideraram esses
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departamentos por muitos anos e representam um exemplo para as atuais geracdes que
militam nessa especialidade.

No periodo de 1950 a 1975, houve um grande avanco e consolidacio do
conhecimento relativo aos fundamentos e as multiplas aplicacdes da Engenharia
Bioguimica, que incorporou parte importante do conteudo e da abordagem das chamadas
Operacdes Unitarias e que desenvolveu suas tematicas proprias ou especificas. Tal foi o
caso da cinética microbiana, da cinética das reagdes catalisadas por enzimas, dos
fenomenos de transporte relevantes para o projeto de biorreatores, do controle de
bioprocessos, da recuperacao, separagdo e purificacao de bioprodutos, entre outras.

A partir de meados dos anos oitenta, os resultados de um novo ramo cientifico, a
Biologia Molecular, comegaram a emergir com notavel impacto. O termo Biotecnologia,
apesar de substantivo, passou a ser conjugado em todos os tempos e utilizado em todas as
suas variantes. A Engenharia Bioquimica, entdo bem estabelecida, foi gradualmente
incorporando os avangos decorrentes da tecnologia do DNA recombinante e dos seus
desdobramentos mais tangiveis. De um certo modo, pode-se dizer que o impacto desses
desenvolvimentos sobre a Engenharia Bioquimica foi de tal monta, que houve um
necessario periodo de “fase lag”, até comegarem a surgir respostas aos novos desafios
impostos pelo progresso cientifico que, como ¢ sabido, nao ¢ simplesmente linear, mas, ao
contrario, apresenta rupturas e saltos significativos.

Para ativar a memoria ¢ interessante observar a Tabela 1, que resume alguns dos
marcos evolutivos da chamada Biotecnologia. E surpreendente notar a rapidez dos avangos
verificados desde a proposta de estrutura de dupla hélice para o DNA, por Crick ¢ Watson,
em 1953.

Lidar com os rapidos e marcantes avancos da Biologia ocorridos nas duas tltimas
décadas constitui-se num desafio. Primeiramente, é necessario reconhecer o enorme
potencial dessas técnicas emergentes e considerar que abordagens classicas da Engenharia
Bioquimica (otimizac¢des de meios de cultivo, desenvolvimento de biorreatores, incremento
das taxas de transferéncia de oxigénio, modelagem cinética, entre outras) constituem-se
num precioso acervo de conhecimentos consolidados, que devem servir de base para se
enfrentar novas questdes e tematicas como a engenharia metabdlica, a modelagem

molecular aplicada a proteinas e bioprodutos, as técnicas moleculares de selegdao de
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organismos produtores, a bioinformatica, a biosseguranga, as técnicas de separagdo por
afinidade e outros temas que tém permitido alcangar avancos inquestiondveis em termos de
produtividade dos processos e qualidade dos produtos, que apesar de superarem em muito
aqueles possiveis de serem obtidos pelo uso de técnicas cldssicas, ndo prescindem do

acervo de conhecimentos delas oriundos.

Tabela 1. Marcos historicos da Biotecnologia.

A partir dos anos vinte

Descoberta da penicilina por Fleming (1928/29)

Producao industrial de penicilina (1941/44)

Produgao de vitamina By,

Elucidacao da estrutura molecular do DNA por Watson e Crick (1953)

Producdo de amino &cidos (1957)

A partir dos anos oitenta

Desenvolvimento das técnicas de Biologia Molecular

Estabelecimento de processos industriais com microrganismos recombinantes
Estabelecimento das bases para o desenvolvimento da Engenharia Metabdlica
Obtencdo de plantas e animais transgénicos

Elucidagdo do genoma humano

Inicio dos trabalhos sobre o proteoma humano

Incorporar os conhecimentos advindos das ciéncias e interpreta-los sob a Otica da
Engenharia Quimica, promovendo a sua tradugdo tecnologica, conviver num ambiente
multi- disciplinar, estabelecendo equipes com competéncias diferenciadas, sdo pressupostos
basicos para o estabelecimento de novos patamares de atuacdo para a Engenharia
Bioguimica.

No inicio de 2000, foi publicado um estudo denominado Technology Vision 2020,
The US Chemical Industry, que fez uma prospecgdo a respeito dos temas que deveriam

merecer o interesse da Industria e da Engenharia Quimica nas décadas futuras. No que se
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refere aos Bioprocessos e a Biotecnologia, as recomendagdes que emergiram desse trabalho

foram as seguintes:

o Apoiar a pesquisa e o desenvolvimento de biocatalisadores mais potentes e
eficientes; de tecnologias de processo mais efetivas e de materiais de baixo custo
para os bioprocessos;

o Alargar o conhecimento de base relevante para os bioprocessos industriais
(engenharia metabodlica, descoberta de novas enzimas e otimizacdo de seu
desempenho, tecnologias mais eficientes de reacdo e de separagdo) e empregar esses
conhecimentos e os resultados da pesquisa em Biotecnologia em saide e na
agricultura, buscando ainda novas oportunidades para os bioprocessos;

o Buscar o necessario apoio governamental e sua participagdo em projetos de
pesquisa e desenvolvimento (P&D) pré competitivos na area de Biotecnologia,
sobretudo para projetos de desenvolvimento tecnoldgico e de demonstragdo de

longo termo e alto risco.

Essas recomendacgdes de caradter geral revelam a preocupac¢do das comunidades
cientifica e industrial norte-americanas com a incorporacdo das novas descobertas e
desenvolvimentos, que estdo ocorrendo nas 4areas cientificas, a tecnologia. Deve-se
ressaltar, que, embora ndo expresso literalmente, ha um forte interesse estratégico nessas
recomendacdes, que também realcam o papel do Estado no processo de desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico.

E nos, brasileiros, que reflexdes devemos fazer a respeito do futuro da
Biotecnologia? Que temas devemos inserir em nossos projetos de investiga¢ao, de modo a
manter sintonia com as inovagdes ¢ senso de realidade?

Sdo questdes de dificil resposta, sobretudo, se ndo houver um projeto de
desenvolvimento industrial para o Pais. De todo modo, qualquer acdo para alavancar o setor
de Biotecnologia demandarda um amplo dominio dos conhecimentos e das técnicas
modernas, resultantes do avanco cientifico e tecnoldgico. A disponibilidade de equipes
multidisciplinares e competentes ¢ também um pré-requisito para qualquer projeto de

desenvolvimento do setor.
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Assim, sabendo-se que estudar e investigar é preciso e, também, precioso,
pretende-se apresentar e discutir, a seguir, alguns temas de ponta ou de fronteira na

especialidade de Engenharia Bioquimica.

CE S CA L ‘oSl Iy ' LD Ny,
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[1. Presente e Futuro

Qualquer exercicio de futurologia € sempre arriscado, no entanto, o exame do estado
da arte em varios temas permite apontar algumas tendéncias e desafios que se apresentam
para a Engenharia Bioquimica.

A principal alteragdo ocorrida nos ultimos anos consistiu, como mencionado por
Bailey (1999), na mudanga do foco de atengdo dos engenheiros bioquimicos do tanque de
fermentagdo de aco inox para as células individuais e suas rotas metabdlicas.

De fato, a explosdo de conhecimentos no campo molecular tem promovido uma
mudanca de enfoque, bem como uma mudanga na concepc¢do dos bioprocessos. Se, no
passado, o engenheiro bioquimico estava interessado no aumento de escala de processos
para produzir substancias com demandas de mercado do tipo "commodities", com producao
da ordem de toneladas por dia, esse profissional, atualmente, tem se deparado com o
desafio de implementar processos para obtencdo de produtos, cuja demanda ¢ da ordem de
quilogramas por ano. Ademais, esses produtos tém que apresentar um grau de pureza
elevado e atender as estritas exigéncias dos 6rgaos regulatorios.

As novas demandas tém levado a revisao de conceitos estabelecidos, como, por
exemplo, a retomada dos processos operados em batelada ou batelada alimentada. Esses
ultimos tém sido beneficiados pelo importante desenvolvimento de instrumentos de
monitoramento e controle.

O conceito de manipulacdo das rotas metabdlicas com o proposito de selecionar
organismos com propriedades desejadas ¢ antigo. H4 varios exemplos de éxito dessas
técnicas na area de producdo de amino acidos, antibidticos, solventes e vitaminas. Essas
técnicas baseiam-se no uso de mutagénicos quimicos e em procedimentos de selegdo e
indentificacdo de linhagens altamente produtivas. Embora essas técnicas tenham tido
grande éxito e difusdo, o comportamento metabdlico das linhagens selecionadas ndo era
devidamente conhecido e caracterizado. A mutagénese baseava-se num processo
randomico, que tinha alguma base cientifica complementada por elementos da arte de saber

fazer.
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A Figura 1 ilustra as diversas areas do conhecimento e as ferramentas que
contribuem para a atuagao do novo profissional da Engenharia Bioquimica.
Serdo discutidas, a seguir, algumas das areas que ddo sustentagdo a atual e futura

Biotecnologia.

I1.1 Biologia Molecular e Engenharia de Proteinas

Atualmente, encontram-se disponiveis técnicas moleculares bastante sensiveis, as
quais, acopladas com a bioinformatica ¢ com modernas técnicas analiticas, permitem
detectar e distinguir microrganismos ao nivel celular e t€ém revelado uma biodiversidade em
ambientes naturais, impossivel de ser detectada ha dez anos atras (Lorenz et al., 2002).
Superando as técnicas tradicionais de cultivo, a denominada biblioteca de DNA
metagendmico, apos extracdo e clonagem do DNA ambiental, serve como uma notavel
fonte para a descoberta de novas enzimas e substancias bioativas.

Considerando o Brasil, pais que apresenta uma enorme biodiversidade, pode-se
aquilatar o grande potencial dessas técnicas para selecionar organismos com alta
capacidade produtiva.

A riqueza dos sistemas bioldgicos naturais ¢ imensa, entretanto apenas uma pequena
parte deste repertorio foi descoberto e explorado como pode ser observado na Tabela 2.
Com o atual conhecimento da biodiversidade ja foi possivel produzir um grande niumero de
produtos naturais para as industrias farmacéutica, quimica e agroquimica. Entretanto, um
maior e mais diverso universo de compostos naturais e processos ainda permanece oculto.
As novas técnicas denominadas "high-through-put technologies" ja estdo contribuindo para

desvendar este universo e gerar novas substancias bioativas (Dordick et al, 2002).
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Protedmica
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Figura 1. Fluxograma indicativo das bases e ferramentas da moderna Engenharia

Bioquimica (Adaptado de Ryu et al., 2000).
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Tabela 2. Espécies biologicas conhecidas e estimadas (Bull et al., 1992).

Grupo Espécies Espécies totais Espécies
conhecidas estimadas conhecidas

(%)

Virus 5.000 130.000 4

Bacteria 4.760 40.000 12

Fungos 69.000 1.500.000 5

Algas 40.000 60.000 67

Briofitas 17.000 25.000 68

Giminospermas 750

Angiospermas 250.000 270.000 93

Protozoarios 30.800 100.000 31

Porifera 5.000

Quinidaria 9.000

Nematoides 15.000 500.000 3

Crustaceos 38.000

Insetos 800.000 10.000.000 13

Artrépodos e invertebrados (outros) 132.460

Moluscos 50.000

Equinodermas 6.100

Anfibios 4.184

Répteis 6.380

Peixes 19.000 21.000 90

Passaros 9.198 ~100

Mamiferos 4.170 ~100

A andlise da sequéncia completa do genoma de um organismo alvo permite obter

informagdo sobre todos os genes codificados naquele organismo. Esta abordagem permite

ndo apenas a identificagdo de genes potencialmente valiosos de um conjunto de genes alvo,

como também identifica genes que ndo eram esperados de serem codificados neste genoma.

Este enfoque tem sido particularmente interessante para a selecdo de organismos que vivem
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em condicdes ambientais extremas, como hipertermofilos, psicrofilos, acidofilos,
halofilicos e barofilos (Klenk et al, 2002). A anélise completa do genoma de tais
organismos constitui-se em uma forma econdmica de selecionar bons produtores para
obtencdo de enzimas que possuem capacidade de operar nestas condigdes extremas, o que,
do ponto de vista de muitos processos industriais, pode ser de enorme interesse.

Os organismos extremofilos classificados no Dominio Archaea possuem
caracteristicas bioquimicas Unicas, que viabilizam sua sobrevivéncia nos ambientes mais
indspitos da Terra. O estudo da bioquimica desses organismos tem permitido esclarecer e
entender a evolugdo celular e revelar potenciais aplicagdes para a Biotecnologia (Bullock,
2000).

As técnicas moleculares tém despertado muito interesse na chamada Biotecnologia
Ambiental. A caracterizacdo taxondmica dos microrganismos presentes nos sistemas de
tratamento bioldgico de efluentes e nos processos de biorremediagdo de solos contaminados
¢ uma tarefa extremamente dificil, devido as limitacdes apresentadas pelas técnicas
microbioldgicas classicas e a propria dindmica da comunidade microbiana, que por sua vez
¢ influenciada por muitas variaveis bioticas e abioticas (Rittmann, 2002).

Recentemente, varias técnicas moleculares tém sido propostas para superar as
limitagdes existentes, aportando elementos para a compreensdao da ecologia microbiana
desses sistemas e fornecendo uma base solida para o controle e a engenharia desses
processos. E crescente o interesse pela utilizagdo de técnicas de Biologia Molecular nos
complexos sistemas microbianos encontrados nos processos de tratamento de efluentes e de
biorremediacdo. Um exemplo disso ¢ a edigdo de um numero especial da revista Water
Environment Research (Vol. 74, No.5, 2002) contendo diversos artigos sobre a aplicagdao
das técnicas moleculares para avaliagdo de diversos tipos de tratamento bioldgico.

Cabe ressaltar que a maioria dos estudos sobre essa matéria foi realizada em paises
de clima temperado. Pouquissimos estudos sobre a diversidade dessas comunidades foram
realizados para ambientes de clima tropical. Visto que essa diversidade microbiana varia
em funcdo das caracteristicas dos efluentes e de fatores abidticos, a investigacdo sobre a
ecologia microbiana de sistemas operados em nossas condigdes climaticas ¢ uma tarefa de

extrema necessidade e relevancia.

10
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As técnicas de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ¢ ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) podem ser empregadas com a finalidade
de gerar verdadeiros perfis da comunidade microbiana presente em sistemas de tratamento.
A técnica FISH (Fluorescent in situ hybridization) ¢ uma ferramenta de grande potencial
para identificar a presenga de grupos especificos em comunidades microbianas, utilizando
sondas fluorescentes.

Uma nova area do conhecimento, que surgiu dos desenvolvimentos cientificos de
diversos setores, consiste na Engenharia de Proteinas, que tem permitindo que o
desempenho de catalisadores seja aprimorado e ajustado ("tailor made") as condigdes
almejadas em um dado bioprocesso. A modificacio de residuos de amino &cidos
(acetilagdo, amidacdo ou oxidag¢do) ou a promocdo de ligagdes covalentes com ligantes
especificos s6 se tornou realidade gragas aos avancos alcangados com o conhecimento
estrutural das proteinas, em decorréncia do avango das técnicas de purificagcdo, do
desenvolvimento das técnicas de modelagem molecular e da aplicagdo de modelos
mecanisticos de cinética enzimatica, associados a tecnologia do DNA recombinante.

Uma dessas abordagens, denominada mutagénese sitio dirigida, vem sendo aplicada
com sucesso em enzimas como glicose isomerase, renina, tripsina e outras para alterar as
propriedades cataliticas ou de estabilidade dessas enzimas (Law, 1996). A mutagénese sitio
dirigida estd baseada na possibilidade de construcdo in vitro de sequéncias de moléculas de
DNA e sua utilizagdo para construcdo de um gene mutado diretamente ou modificado em
pares especificos de bases. Os genes podem ser rompidos pela insercdo de fragmentos de
DNA (cassetes), eliminando deste modo a fun¢do do gene de tipo selvagem e conferindo

um novo fendtipo a celula (Madigan et al., 1997).
I1.2 Engenharia Metabdlica

A Engenharia Metabolica pode ser conceituada como uma metodologia integrada de
analise e sintese, com o objetivo de aprimorar os fluxos metababodlicos para a produgao de

um dado bioproduto. Os bioprocessos sdo sistemas multi-hierarquicos que se estendem de

niveis macroscopicos até niveis microscopicos (Shimizu, 2002). Apesar dessa defini¢ao

11
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poder variar de autor para autor, um dos principais livros editados nesse tema conceitua a
Engenharia Metabdlica como "o melhoramento especifico da formagao do produto ou das
propriedades celulares através da modificacdo de uma ou mais reacdes bioquimicas
especificas ou da introdu¢do de novas reagdes utilizando a tecnologia do DNA
recombinante" (Stephanopoulos et al., 1998).

O emprego da Engenharia Metabolica tem sido possivel gracas ao desenvolvimento
de técnicas auxiliares, quais sejam: procedimentos matemdticos de andlise de fluxos
metabolicos (MFA), modelagem reacional e programacao linear, técnicas analiticas que
empregam carbono marcado e ressonancia magnética nuclear (NMR), cromatografia gasosa
com estectrometria de massas (GC-MS). Esse conjunto de técnicas permite obter uma
analise da distribuicao de fluxos metabolicos mais precisa, devido a possibilidade de efetiva
determinag¢do de metabolitos intra e extracelulares, permitindo validar ou ndo o modelo
metabolico proposto.

A combinagao de métodos analiticos para a quantificacao de fluxos metabdlicos e o
seu controle permite identificar as possiveis limitagdes que impedem ou restringem a
produgdo do produto alvo. A partir dessas informagdes e com o uso de técnicas da Biologia
Molecular, podem ser implementadas as modificacdes genéticas necessarias para eliminar
"gargalos" metabolicos e obter-se o almejado incremento da producao do bioproduto alvo.
Esse enfoque constitui a esséncia da Engenharia Metabolica (Stephanopoulos et al., 1998).

Um excelente exemplo nesse contexto ¢ a tecnologia desenvolvida pela Roche
Vitamins Ltd., que empregou a Engenharia Metabdlica para incrementar rotas especificas
da producao de riboflavina (vitamina B2) em detrimento de rotas que levam a geragdo de
subprodutos. Essa abordagem permitiu aumentar tdo significativamente a produgdo da

vitamina, que a mesma passou a cristalizar no proprio meio de cultivo (Hohmann, 2002).

I1.3 Biotransformacoes

Outro importante campo que tem atraido muito interesse dos pesquisadores atende

pela denominagdo de Biotransformag¢oes. As reagdes quimicas mediadas por

microrganismos ou por preparagdes enzimaticas sao assim denominadas e envolvem muitos
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tipos possiveis de transformagdes, como oxidagdes, redugdes, hidrolises, condensacdes,
isomerizacgoes e formacdes de duplas ligacdes (C=C) ou de ligagdes de heteroatomos.

A principal utilizagdo dos processos de biotransformagdo estd relacionada a
chamada quimica dos compostos quirais, que tém tido grande aplicagdo na producdo de
farmacos, de aromas para a industria de alimentos e de inseticidas.

Antunes (1999) estima que, em 2010, cerca de 50% de todas as drogas sejam
produzidas apenas na forma opticamente pura do principio ativo, e que, em 2025, as
biotransformagdes serdo utilizadas na producao de 50% das drogas quirais.

Um ramo de muito interesse para a aplicacao das biotranformagdes ¢ o da produgao
de oligossacarideos. Recentes pesquisas sobre o papel dessas substancias na superficie
celular tém revelado a sua importante funcdo nos processos de reconhecimento e
sinalizacdo bioquimica, mas, no entanto, o desenvolvimento das aplicacdes farmacéuticas
dessas substancias ndo tem progredido favoravelmente devido, principalmente, a nao
disponibilidade desses oligossacarideos. Nesse contexto, a sintese de oligossacarideos
utilizando glicosil transferases obtidas pela tecnologia do DNA recombinante pode ser um
dos métodos mais vantajosos para a produgdo em larga escala desses produtos (Endo et al.,

2002).

Outra 4area do conhecimento que vem sendo investigada desde os anos 80
(Klibanov, 1986) ¢ a catdlise enzimatica em meios aquo-restritos (solventes organicos e
meios super criticos). Apesar do extenso conhecimento acumulado e da aplicacdo desta
tecnologia na producdo de diversos produtos de interesse da industria farmacéutica, de
cosméticos e de quimica fina, ainda existem diversos temas para investigacao, a saber:
cinética enzimatica em meios aquo-restritos, mutagénese sitio dirigida para aumentar a
estabilidade e modificar a especificidade de enzimas nestes meios racionais, assim como
implementagdo de novas técnicas de imobilizagdo (multipontual, sistema sol-gel,

nanoimobilizagdo) para incrementar a estabilidade enzimatica.

13
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I1.4 Modelagem Matematica e Biorreatores

O tema da modelagem matematica sempre acompanhou a evolugdo da Engenharia
Bioguimica, desde os trabalhos classicos de Fredrickson e de Ramkrishna até os mais
recentes e se constitui em uma ferramenta indispensavel para o tratamento dos dados e para
a formulacdo racional e compreensdo das complexas interagdes que ocorrem nos sistemas
biologicos. Esses atributos ja foram devidamente confirmados por inumeros trabalhos ja
realizados. H4 uma certa impressdo, como bem citado por Bailey (1998), que o impacto
dessa contribuicdo para a Biotecnologia encontra-se limitado no momento atual. No
entanto, como esse autor comenta, isso devera se alterar no futuro, se houver uma sintonia
com as oportunidades emergentes e com a incorporagdo de novas ferramentas a abordagem
matematica dos bioprocessos. A evolugdo dos computadores ¢ a utilizagdo de poderosas
ferramentas matematicas serdo de grande valor para os mais diversos campos da
Biotecnologia, com grandes impactos em dreas que abrangem desde a gendmica funcional
at¢ o desenvolvimento de biorreatores e equipamentos de separacdo empregando
fluidodinamica computacional (CFD) (Bailey, 1998; Castilho e Anspach, 2003; Unger et
al., 2000).

As estratégias de monitoramento e de controle dos bioprocessos poderao ser revistas
e/ou aprimoradas com o surgimento de nano-sondas e nano-sensores (sonda e transdutor),
que possibilitam o monitoramento do processo em nivel biomolecular. O monitoramento de
variaveis no interior das cé€lulas microbianas podera promover grandes avangos no
entendimento das fung¢des celulares, com desdobramentos importantes para os bioprocessos
(Vo-Dinh et al., 2001).

No campo da engenharia de reatores, observa-se hoje uma implantacao crescente de
biorreatores com membranas, que promovem a producdao e a separagdo de produtos de
modo praticamente concomitante. Esses tipos de reatores permitem operar bioprocessos
com alta densidade celular, reduzindo tempos de residéncia e aumentando a produtividade
do processo. A extracdo de produtos de fermentagdo do meio, que podem apresentar efeitos
toxicos ou inibitorios as enzimas ou as células integras, ¢ também uma vantagem

importante dos biorreatores com membranas. As membranas de nanofiltragdo permitem a
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reten¢do de cofatores enzimaticos, ampliando o leque de aplicagdo desses reatores para as
aplicagdes que envolvem diversas enzimas intracelulares, que requerem cofatores
(Fernandes et al., 2003).

Um grande nimero de aplicagdes de biorreatores com membranas vem se
concentrando na area de tecnologia ambiental e, mais especialmente, no tratamento de
efluentes, visando sobretudo o re-uso de agua nas industrias € em outros empreendimentos
(hotéis, shopping centers, parques tematicos, entre outros).

O conhecimento dos aspectos fundamentais dos bioprocessos (cinética e
transferéncia de massa) associado ao dominio dos mecanismos de "fouling" e polarizagio
por concentragdo nas membranas permitird o aprimoramento dessa tecnologia € o seu uso

nas mais variadas aplicacdes biotecnologicas.

I1.5 Cultivo de Células Animais

Células animais vém sendo cada vez mais empregadas para a producao de proteinas
recombinantes para uso humano. Estas células, ao contrario dos microrganismos, sao
capazes de realizar as complexas modifica¢des pos-traducionais, em especial a glicosilagao,
requeridas para a sintese correta das complexas moléculas que o corpo humano requer
como medicamento (Savage, 1997). Nos ultimos anos, dezenas de produtos de uso
terapéutico e diagndstico, obtidos através do cultivo de células animais, foram licenciados
pelas agéncias reguladoras (Tabela 3) e muitos mais encontram-se, atualmente, em fase de
testes clinicos.

Dentre os muitos produtos obtidos pelo cultivo de células animais ja
comercialmente disponiveis, pode-se citar como exemplos os fatores sanguineos VIII e X,
usados no tratamento da hemofilia; a eritropoietina, usada no tratamento da anemia; e
diversos anticorpos monoclonais (MAbs), empregados no combate a diferentes tipos de
cancer (Castilho e Medronho, 2002). Vale também citar que varios anticorpos monoclonais
produzidos por células animais estdo sendo pesquisados, hoje em dia, com vistas ao

tratamento da AIDS (Castilho, 2001; Kunert et al., 2000).
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Embora o foco inicial dos cultivos com células animais estivesse centrado em produtos

para uso diagnostico, a énfase tem se deslocado cada vez mais para as proteinas

terapéuticas (Griffiths, 1992).

Tabela 3. Alguns produtos aprovados derivados de células animais (Castilho e Medronho,

2002).
Produto Proteina ou Indicagao Células Data da 1* Pais
MADb/antigeno aprovacio
Activase t-PA infarte agudo do miocardio CHO 1987 Varios
Avonex B-interferon esclerose miltipla CHO 1996 EUA
Bene Fix fator sanguineo IX hemofilia B CHO 1997 EUA
Campath/Alemtuzumab MADb humanizado/ leucemia linfatica cronica CHO 2001 EUA
CD52
Cerezyme glucocerebrosidase doenca de Gaucher CHO 1994 EUA, Austria,
Nova Zelandia
Enbrel/Etanercept proteina de fusdo artrite reumatoide CHO 1998 EUA
(TNFR/hIgG1)
Epogen/Procrit EPO anemia CHO 1989 varios
Epogin/Recormon EPO anemia CHO 1990 Japdo, Europa
GenHevac B Pasteur HBsAg hepatite B CHO 1989 Franca
Gonal-F FSH infertilidade feminina CHO 1995 Suécia, Finlandia,
EUA
Granocyte G-CSF anemia, neutropenia CHO 1991 Japdo, Europa
HB Gamma HBsAg hepatite CHO 1990 Japao
Herceptin/Trastuzumab® MAb/HER2 cancer de seio CHO 1998 EUA
Infliximab/Remicade™® MAb/TNFa doenca de Crohn n.d. 1998 EUA
Kogenate® fator sanguineo VIII hemofilia A BHK 1993 varios
MADbs para diagnostico in | cerca de 100 diferentes varios varios desde 1980 varios
vitro
Myoscint® MAb/miosina agente de imagem cardiaca n.d. 1989 Europa, EUA
Novo Seven fator sanguineo Vlla hemofilia A ¢ B BHK 1996 Suiga, Europa,
EUA
Panorex® MAb/n.d. cancer coloretal n.d. 1995 Alemanha
Prosta Scint’ MAb/PSMA cancer de prostata n.d. 1996 EUA
Pulmozyme DNAse I fibrose cistica CHO 1993 Suécia, EUA,
Suiga
Puregon FSH infertilidade feminina n.d. 1996 Dinamarca
Recombinate fator sanguineo VIII hemofilia A CHO 1992 varios
Refacto” fator sanguineo VIII hemofilia A CHO 2000 EUA
ReoPro™ MAUb/Platelet I1b/111a complicagdes cardiacas mieloma de 1994 EUA
rato
Rituxan® MAb/CD20 linfoma do tipo non-Hodgkin CHO 1997 EUA
Simulect/Basiliximab® MADb/IL2Ro rejei¢do aguda ao transplante | micloma de 1998 EUA
de rim rato
TNKase/Tenecteplase t-PA infarte agudo do miocardio CHO 2000 EUA
Verluma® MAb/n.a. cancer de pulmao hibridoma 1996 EUA
Wellferon interferon a-N1 hepatite C linfoblas- 1999 EUA
toide hum.

n.d.: informagdo ndo disponivel, CHO: linhagem de células de hamster isolada em 1957 por Puck et al.;
BHK: linhagem de células de hamster isolada em 1963 por Stoker ef al; “anticorpo monoclonal de uso
terapéutico; “produzido por processo continuo de cultivo em perfusdo; ‘anticorpo monoclonal para

diagnostico in vivo
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Além disso, entre os produtos mais recentes, ha uma clara tendéncia de emprego de
doses cada vez maiores. Enquanto as doses dos primeiros produtos oriundos da tecnologia
do DNA recombinante ficavam na faixa de sub-miligramas, varios dos novos produtos sao
administrados, atualmente, em dezenas ou centenas de miligramas (Lubiniecki, 1998).
Estes fatos ndo somente realgcam a importancia de se obter niveis de qualidade de processo
e de pureza do produto mais elevados, como também indicam a necessidade de se buscar
processos mais eficientes para o crescimento celular, expressao e purificacdo de proteinas.

Além de estudos de expressdo proteica, de fisiologia e de otimizacdo dos meios de
cultura, é fundamental o desenvolvimento dos aspectos de engenharia relacionados aos
sistemas de producdo, a fim de proporcionar aumentos de produtividade, sem os quais ndo
sera possivel atingir-se os niveis de produc¢do requeridos atualmente (medidos em

quilogramas).

Desta forma, a Engenharia Bioquimica tem, nos dias atuais, um papel importante a
desempenhar na otimizacao de processos de cultivo de células animais e de purificacao dos
produtos obtidos, assim como no desenvolvimento e ampliacdo de escala de biorreatores e
de equipamentos destinados ao cultivo e separagdo de células animais. A nivel
internacional, ¢ limitado o nimero de grupos pesquisando os aspectos de engenharia do
cultivo de células animais e os processos de recuperacdo e purificagdo das proteinas
produzidas. No Brasil, a situag@o nesta area especifica ¢ ainda mais limitada, pois, embora
haja diversos grupos utilizando células animais em suas pesquisas, a quase totalidade deles

se concentra nos aspectos bioquimicos e biologicos, sem fins tecnologicos.

I1.6 Processos de Separacio e Purificacao

Nos processos biotecnoldgicos, apos a producao da substancia de interesse na etapa
de cultivo celular, as operagdes subsequentes de recuperagdo e purificacdo (downstream
processing) sdo a chave para a obten¢do de produtos de elevada qualidade. No entanto, em
muitos processos, 0s custos com estas operacdes podem atingir até 80% dos custos totais de
produgdo (Wenzig et al., 1993). Como, geralmente, sio empregados varios estagios na

recuperagao dos produtos, o rendimento global de cada produto depende tanto do numero

17



Capitulo 3
Engenharia Bioquimica & Biotecnologia

de estagios necessarios, quanto do rendimento individual de cada um deles. Assim, torna-se
necessario buscar, no estudo da recuperagdao de biomoléculas, uma redu¢ao no niimero de
estagios, assim como uma otimiza¢do do rendimento de cada um.

Uma forma de reduzir o numero de etapas de recuperacdo e purificagdo do produto é
o desenvolvimento de processos de alta produtividade e alto rendimento. O emprego de
processos com membranas, além de permitir altas vazdes de operagdo, permite integrar, em
uma etapa, diversos estdgios de downstream processing, tais como separa¢do da biomassa,
purificagdo e concentracdo do produto, permitindo um aumento do rendimento global de
produto e reduzindo, assim, os custos de produ¢do do mesmo.

Dentre os processos com membranas destaca-se a ultrafiltracdo (UF), que ¢ uma
técnica de fracionamento basecada na diferenca de tamanho das macromoléculas, com
potencial para aplicacdo em larga escala, tanto para a purificagdo, como para o polimento
de produtos bioldgicos, tais como enzimas, drogas terapéuticas ¢ anticorpos (Ghosh e Cui,
1998). Neste processo, a obtencdo de boa resolucdo e alta produtividade ¢ fortemente
dependente das condicdes de operagdo (Ghosh et al., 2000, Ghosh e Cui, 2000) e da
diferenca de tamanho entre as proteinas presentes.

Como forma de aumentar a resolu¢do da ultrafiltragdo simples, mantendo a sua
capacidade de processamento de grandes volumes, foi desenvolvida a filtracdo tangencial
auxiliada por macroligantes. Esta técnica se baseia na ligacdo da proteina de interesse a um
macroligante especifico, sendo o complexo resultante retido pela membrana, enquanto as
impurezas passam pela mesma. Quando um tampao adequado ¢ introduzido, a proteina de
interesse se dissocia do macroligante e €, entdo, transportada através da membrana na
forma purificada.

Para produtos que requerem grau de pureza muito elevado, tais como biofarmacos
de uso humano, torna-se indispensavel o emprego de processos cromatograficos de
purificacdo, dada a alta seletividade e resolugdo dos mesmos. Dentre as técnicas
cromatograficas, a adsorcdo por afinidade, que tem como base o reconhecimento
bioespecifico entre a proteina de interesse e o ligante de afinidade, se destaca para a
purificagdo de proteinas que se encontram diluidas em um meio complexo, tais como os
encontrados em processos biotecnologicos. Em condi¢des ideais, o desenvolvimento de um

sistema de afinidade eficiente pode resultar em fatores de purifica¢do de até¢ 1000 vezes em
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uma unica etapa, com recuperagdo quase completa do produto (Roper e Lightfoot, 1995),
permitindo uma redu¢do do numero de estagios de purificagdo necessarios, com
consequente aumento do rendimento global do processo.

No entanto, analisando-se os sistemas cromatograficos convencionais sob o ponto
de vista de engenharia, percebe-se que estes sistemas sofrem de uma severa limitacao
quando se deseja utilizd-los em escala comercial. Esta limitagdo estd associada a
compressibilidade intrinseca dos leitos de gel de agarose tradicionalmente empregados em
colunas cromatograficas que, sob condic¢des tipicas de operagdo, empacotam de forma tal
que comprometem seriamente a vazao através do sistema. Outros problemas associados a
colunas cromatograficas sao o eventual aprisionamento de ar em seu interior, a secagem do
leito, a ruptura das particulas e a difusdo intra-particula (Malakian et al., 1993).

Segundo a Lei de Darcy (Darcy, 1856), a vazdo Q que permeia um meio poroso
confinado em uma coluna ¢ diretamente proporcional ao quadrado do didmetro d da coluna
e inversamente proporcional a altura L do leito, a uma dada queda de pressdo AP (equacao
1).

_ mkAPd’

Q 4nL

(1

onde k ¢ a permeabilidade do leito e 1 € a viscosidade dindmica do liquido.

Desta forma, para maximizar-se a vazdo, a uma dada AP, seriam necessarios,
idealmente, um grande didmetro de coluna e uma altura do leito a menor possivel. Este
formato de coluna pode ser, imediatamente, associado a membranas.

Por este motivo, o uso de membranas de microfiltragio como suporte para ligantes
cromatograficos vem sendo estudado de forma crescente nos ultimos 10 anos (Klein, 2000),
uma vez que O seu emprego permite operar-se a vazodes altas e quedas de pressdao
relativamente baixas, o que permite o processamento de grandes volumes de meio em
tempos reduzidos (Charcosset, 1998; Castilho et al., 2002a).

Adicionalmente, a combinacdo de processos cromatograficos e processos com
membranas permite posicionar os estagios de purificagdo do produto nas etapas iniciais de
downstream processing, possibilitando, no caso do emprego de modulos com

hidrodinamica adequada, a realizacdo da purificacdo do produto na presenca de células,
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acarretando uma redu¢do do numero de estagios de processamento. Desta mesma forma, o
emprego de cromatografia com membranas vem permitindo a integragdo da etapa de
cultivo celular com as etapas de purificacdo do produto (Castilho et al., 2002b), em uma
estratégia que visa a um aumento de produtividade e a uma reducdo dos custos de producdo

do bioproduto (Schiigerl, 2000).

I1.7 Comentarios Finais

Deste apanhado da literatura, que contemplou as diversas facetas da Engenharia
Bioquimica (certamente algumas lacunas ficaram) ¢ possivel vislumbrar territorios de
atuacdo para o engenheiro bioquimico do futuro. Como bem frisado por Humphrey (2000),
o tema do aumento de escala (scale-up), que marcou a atuagdo do engenheiro bioquimico
no passado, ndo se constitui em gargalo para os bioprocessos atuais. Por outro lado, ha
atualmente grande necessidade de desenvolvimento de sistemas inteligentes de
monitoramento e de controle de bioprocessos para incrementar as suas produtividades. Os
avancos da nanotecnologia (nano-sensores) poderdo contribuir de modo fundamental para o

controle mais fino dos bioprocessos.

No tocante aos processos de recuperagdo e de purificagdo de bioprodutos, hd ainda
um campo vasto de investigacdo em aberto, sobretudo no que se refere as técnicas de
recuperacdo e rompimento celular, as técnicas de manutengdo da integridade estrutural da
biomolécula de interesse durante os varios estidgios de purificacdo ¢ a um melhor

entendimento e maior emprego dos processos de separagao por afinidade.

Um outro campo que deve despertar a atengdo do engenheiro bioquimico refere-se a
concep¢ao Otima do bioprocesso, tendo-se em conta as exigéncias de regulacdo e de
certificagdo cada vez mais estritas. Humphrey (2000), na sua interessante revisao, afirma
que o engenheiro bioquimico deve se incorporar ao processo de desenvolvimento do
produto nas suas etapas iniciais, estando presente quando os bioquimicos e os biologistas
moleculares definirem a linhagem celular mais adequada como hospedeira dos genes de

interesse. Ele também deve participar das primeiras decisdes sobre as etapas de purificacao
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e recuperagao do produto. Assim, concordando com as observagdes do Prof. Humphrey,
pode-se concluir que o engenheiro bioquimico do futuro deve estar preparado para
participar e tomar decisdes em todas as etapas do desenvolvimento de um bioprocesso,

desde a sua concepgao até a obtengdo do produto final. B
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