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Associacao Brasileira
de Engenharia Quimica

A Associagdo Brasileira de Engenharia Quimica (ABEQ) é uma
sociedade sem fins lucrativos que congrega pessoas e empresas
interessadas no desenvolvimento da Engenharia Quimica no Brasil.

Ha mais de quatro décadas a ABEQ desempenha importante papel na
valorizacdo dos profissionais e estudantes da engenharia quimica

em nosso pais, bem como na divulgacdo da engenharia quimica e

de sua contribuicdo para a melhoria da qualidade de vida dos
cidadéos.

A ABEQ oferece ainda uma variedade de servigos que ajudam a
comunidade de engenharia quimica a melhor posicionar-se quanto aos
desafios do presente e do futuro nas areas tecnoldgica, cientifica e de ensino.

CURSOS: ABEQ oferece diversos cursos de extensao.

CONGRESSOS: COBEQ - Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica.
ENBEQ - Encontro Brasileiro sobre o Ensino de Engenharia Quimica.
COBEQ-IC - Congresso Brasileiro em Iniciagao Cientifica de Engenharia Quimica.
SINAFERM - SHEB - Simpésio Nacional de Bioprocessos e Seminario de Hidrolise Enzimatica de Biomassa.

PREMIO: Prémio Incentivo & Aprendizagem, dedicado aos melhores formandos dos cursos de Engenharia Quimica.
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Maria Cristina Silveira Nascimento
Presidente da ABEQ

SOBRE A ABEQ

A ABEQ o convida para participar
da Revista Brasileira de Engenharia
Quimica, com artigos técnicos de
divulgacao que sejam de interesse de
amplos segmentos da comunidade
de engenharia quimica. Consulte os
editores da revista sobre sua idéia.

Associando-se a ABEQ vocé impulsiona
sua carreira profissional e se posiciona
melhor frente aos novos desafios que a
sociedade impd&e sobre a profissao.

A ABEQ Ihe oferece multiplas oportuni-
dades de relacionamento a elite de pro-
fissionais da academia e da industria.
Também |he da acesso a informagao

MENSAGEM DA PRESIDENTE

Prezados,

A Biotecnologia é o tema central
desta edicdo da REBEQ. Néo s6
pelo importante papel que des-
empenha em diversas areas do
conhecimento, mas pelo o im-
pacto que seu desenvolvimento
pode causar na vida moderna.
Desde a producao de antibioti-
cos e vacinas até o tratamento
de efluentes, a biotecnologia per-
meia as areas de saude, agro-
pecuaria, alimentos, meio ambi-
ente e outros que se beneficiam
dos estudos e avancgos da area.

Comece esta edicdo com uma
interessante viagem que passa
pela Engenharia Metabdlica,
Biologia de Sistemas e o desen-
volvimento de processos biotec-
nolégicos microbianos. Em uma
abordagem simples vocé ira se
situar nos principais aspectos e
desafios que tornam o tema foco
de interesse e estudos de tantas
areas da ciéncia.

Desde a discussdo acerca dos

cientifica e tecnoldgica de ponta e Ihe

oferece oportunidade de participagao

ativa na comunidade de engenharia
quimica.

Confira:

» Oportunidades de contatos com co-
legas, associagdes, universidades,
empresas e entidades governamen-
tais.

* Organizacgao de encontros nas areas
cientifica, tecnolégica e de ensino
que mobilizam cerca de 3000
profissionais.

* Organizagdo de cursos de extensao
€ apoio a cursos de terceiros.

* Acesso a publicagdo cientifica
trimestral com o respeitavel indice
de impacto 0,4 (Web of Knowledge),
a revista técnico-comercial formato
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novos horizontes para a bio-
tecnologia industrial, passando
pelo desenvolvimento de pro-
cessos e scale-up de biofarma-
cos, avaliacdo de biorreatores
pneumaticos e sistemas para
producdo de enzimas recom-
binantes, nossa equipe edito-
rial preparou uma edigao interes-
sante e atual para os profissionais
da industria e da academia.

Também nesta edigao prestamos
nossa homenagem ao Encontro
Brasileiro de Adsor¢do (EBA),
evento que realizou sua 112 ed-
icdo este ano.

E se estamos falamos em Bio-
processos, ndo podemos deixar
de falar no Simpédsio Nacional
de Bioprocessos. Veja como foi
o XX SINAFERM e XI SHEB ¢ ja
va se preparando para o evento
no ano que vem. Vocé é nosso
convidado.

Boa leitura!

digital e um boletim eletrénico de
noticias distribuido para mais de 110
mil contatos.

* Valorizagdo do profissional através
de prémios para estudantes,
formandos e pés-graduandos.

Contribua com opinides, ideias,
depoimentos e duvidas.

Tel. 11 3107-8747

Fax 11 3104-4649

2% a 62 feira das 9 as 17 horas

E-mail: abeg@abeq.org.br ou

secretaria@abeq.org.br
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» Se a capacidade
de inovar
é importante
para as pessoas,
imagine
para um pais?

A inovacao traz o futuro.
E o futuro passa pela
quimica e pelo plastico.

Para a Braskem, inovar & a sua maneira de atuar
em um mundo que precisa, cada vez mais, de boas
ideias para se perpetuar. Com um investimento de
230 milhdes de reais em pesquisa e desenvolvimento,
23 laboratorios e 2 grandes centros de pesquisa,
a Braskem foi eleita em 2014 uma das 50 empresas
mais inovadoras do mundo pela Fast Company.
Plastico Verde, Desafio de Design Odebrecht Braskem
e Braskem Labs sao exemplos de produto e projetos
da Braskem que, atraves da quimica e do plastico,
ajudam a melhorar a vida das pessoas.

Parasaber mais acesse: www.braskem.com/inovacao

Patrocinadora do
Paratletismo Brasileiro
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ARTIGO

Engenharia Metabolica, Biologia de
Sistemas e o desenvolvimento de processos
biotecnologicos microbianos.

Joseé Gregorio Cabrera Gomez

Laboratério de Bioprodutos - Departamento de Microbiologia -
Instituto de Ciéncias Biomédicas - Universidade de S&o Paulo

Conhecimento
microbioldgico e processos

bhiotecnolagicos.

O desenvolvimento de pro-
cessos biotecnoldgicos micro-
bianos sempre esteve atrelado
ao desenvolvimento do conhe-
cimento biolégico. Como con-
sequéncia dessa afirmacgao, a
Biotecnologia microbiana pode
ser dividida em trés grandes
fases e a quarta fase esta em
pleno desenvolvimento (Figura
1). O que caracteriza e delimita
o potencial de desenvolvimento
biotecnolégico em cada uma
dessas fases é o conhecimento
biolégico existente até entdo.

Microrganismos eram utiliza-
dos para geragdo de produtos
desde o inicio da civilizagao
humana (cerca 10.000 anos
atras). Esses produtos de inicio
eram principalmente alimentos
(paes, queijos, iogurtes, etc),
mas no seéculo XIX ja existiam
processos industriais bem esta-
belecidos em varios paises eu-
ropeus para fabricagdo de eta-
nol, vinhos, vinagre, etc. Esse
periodo é denominado Biotec-
nologia Antiga. Os processos
biotecnoldgicos microbianos
nessa eépoca eram claramente
procedimentos artesanais. Sa-
bia-se como fazer, mas nio se

tinha qualquer compreenséao
do porque essas transforma-
¢des ocorriam e quem eram 0s
agentes responsaveis. Neste
periodo, a Biologia ainda néo
estava estabelecida como uma
Ciéncia independente, nao ex-
istia ainda uma clara distingao
entre vivo e n&o vivo. Experi-
mentos de geracao espontanea
eram realizados e demonstra-
vam o surgimento de seres vi-
vos a partir de matéria inani-
mada. Ao longo desse periodo,
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experimentos mais controlados
demonstraram claramente que
nado ocorria geragao espon-
tdnea de animais ou plantas.
Microrganismos foram o ultimo
reduto da geragao espontanea,
principalmente devido a maior
dificuldade técnica de estabel-
ecer experimentos controlados.

A segunda metade do século
XIX representou uma verdadei-
ra revolugcdo no conhecimento
biolégico. Mendel demonstrou
que fatores presentes nos seres



| Bioteenologia |
_ Antiga

| Classica |

Biotecnologia 1| Bioteenologia
_ Moderna I | de Sistemas

Civilizacao
humana Mendel
Darwin
Pastenr
~8000 aC ~1830

Estrut
;or]l;;:-‘a Biologia de Sistema
Teenologia do IDNA Seq'.uéncia de e s
recombinante - e Omiicas

téenicas analiticas

‘ f Biologia Sintética
modificacdes genéticas
1953 1973 i

Biologia

Figura 1. Diferentes fases da Biotecnologia e sua correlagdo com o conhecimento biolégico.

vivos eram responsaveis por
suas caracteristicas fenotipi-
cas, embora esse conhecimen-
to tenha sido apropriado pela
sociedade cientifica apenas
no inicio do século XX. Darwin
apontou para a existéncia de
uma inter-relagcdo de origem
entre todos os seres vivos. Pas-
teur demonstrou que microrgan-
ismos n&o surgem por geragao
espontanea, contribuindo para
o estabelecimento final do con-
ceito da biogénese (seres vivos
surgem apenas de seres vivos
pré-existentes). Pasteur contri-
buiu ainda para o desenvolvi-
mento de processos biotec-
nolégicos microbianos de duas
formas: primeiro demonstrando
que os processos de fermenta-
¢ao conhecidos na época eram
resultantes da agcdo de micror-
ganismos e ndo simplesmente
transformacgdes quimicas; se-
gundo demonstrando que mi-
crorganismos especificos eram
responsaveis por transforma-
¢des particulares. Assim, com
a compreensdo dos agentes
responsaveis pelas transforma-
¢des, no periodo da Biotecno-
logia Classica, diversos micror-

ganismos foram selecionados
para processos biotecnoldgi-
cos. Historicamente, se recon-
hece que as duas grandes guer-
ras mundiais, que ocorreram no
periodo da Biotecnologia Clas-
sica, foram momentos impor-
tantes no desenvolvimento de
processos industriais microbia-
nos. Durante a Primeira Guer-
ra Mundial, foram desenvolvi-
dos processos microbianos de
produgao de solventes, matéri-
as primas imprescindiveis para
a producao de explosivos. A Se-
gunda Guerra Mundial foi o pal-
co para o desenvolvimento do
processo de produgao de peni-
cilina, um dos mais importantes
antibioticos ainda nos dias at-
uais. Neste periodo, os proces-
sos microbianos industriais se
diversificaram e se tornaram
cada vez mais sofisticados com
o desenvolvimento crescente,
por exemplo, dos biorreatores
e seus componentes, de pro-
cessos para preparagdo das
matérias-primas e de separa-
cao/purificagcdo dos produtos.
Modificagdes genéticas nos
microrganismos também con-
tribuiram para a melhora ness-
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es processos industriais. Essas
modificagcdes eram obtidas, en-
tretanto, ao acaso e laboriosos
procedimentos de selecdo dos
microrganismos melhorados
eram necessarios.

No inicio do século XX, uma
importante questado permeava a
Biologia e era fundamental para
sua consolidagdo como ciéncia:
a identificacdo da molécula re-
sponsavel pela mais peculiar
propriedade dos seres vivos, ou
seja, sua capacidade de trans-
mitir suas caracteristicas aos
seus descendentes. De inicio,
as proteinas pareciam ser os
candidatos obvios para exercer
esse papel. Embora, gradativa-
mente diversos experimentos
cientificos apontassem para
o DNA como material gené-
tico, apenas com a proposta
de modelo estrutural para essa
molécula, apresentado por
Watson e Crick em 1953, o DNA
conseguiu atingir o status de
molécula responsavel por ar-
mazenar e transmitir a informa-
¢ao em seres vivos. Esta com-
preensao abriu as portas para
um importante avango nos pro-
cessos biotecnoldgicos micro-

www.abeq.org.br 7



bianos. Pouco tempo apés (20
anos mais precisamente), se
tornou possivel a manipulaciao
in vitro de moléculas de DNA
para estabelecer novas com-
binacdes (DNA recombinante),
que podiam ser expressas em
microrganismos. Desta forma,
foi possivel estabelecer proces-
sos para producdo de molécu-
las que nunca se imaginou
poderiam ser produzidas por
microrganismos, como insulina
e horménio do crescimento. O
planejamento e execugdo de um
projeto de expressdo de um ou
mais genes em um organismo
ficou conhecido como Engen-
haria Genética, que caracteriza
a nova fase que se inaugurou:
a Biotecnologia Moderna. O
numero de produtos e a so-
fisticagcdo dos processos foram
crescentes com o uso das téc-
nicas de Engenharia Genética.

CENTRO UNIVERSITARID DA FUNDACAD EDUCACIONAL DE BARRETOS

www.unifeb.edu.br

Além da crescente sofisticagao
das técnicas de manipulacao
de DNA, um numero crescen-
te de células hospedeiras tem
sido utilizado (bactérias, leve-
duras, fungos filamentosos,
células de mamiferos, vegetais
ou insetos). Embora, algumas
dessas células claramente es-
tdo fora dos limites da Micro-
biologia, as técnicas de cultivo
das células individualizadas de
mamiferos, vegetais ou insetos,
se assemelham aos proces-
sos biotecnolégicos utilizando
microrganismos e o estudo de
cada um contribui em grande
medida para o desenvolvimento
do outro.

Cada uma das fases da Bio-
tecnologia (Antiga, Classica e
Moderna) pode ser, portanto,
caracterizada e delimitada
com base no conhecimento bi-
ologico daquele momento e um

Programas de incentive oo estude:

ka7

FroUni .
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novo marco na Biologia deter-
minara mudancgas profundas
nas possibilidades de desen-
volvimento biotecnolégico. A
questdo do ponto de vista do
desenvolvimento da Biotecno-
logia microbiana é entender
qual sera (ou é) o novo marco
no conhecimento bioldgico.

Biologia de Sistemas

Em 1995, foi concluido o
sequenciamento completo dos
genomas de duas bactérias:
Haemophilus  influenzae e
Mycoplasma  genitalium. O
sequenciamento de  muitos
outros genomas se seguiu e
o0 desenvolvimento  técnico
permitiu 0 sequenciamento em
massa de diferentes genomas.
O sequenciamento de genomas
pode ser considerado um marco
do ponto de vista biolégico, pois

ENGENHARIA QUIMICA

Acompanhe o UniFeb:

0000

rego:
Avenida Professor Roberto Frade Monte n' 3688
CEP: 14 783-226 - Barretes/SP
0800727 6411
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Figura 2. A. Uma rede metabdlica. B. Representagdo matricial da rede metabdlica. C. Em regime permanente de transformagao, a matriz

metabdlica multiplicada por um vetor resultara nas transformagdes: consumo de substrato(s) e formacao de produto(s), com intermediarios

néo se acumulando ou diminuindo em quantidade.

permite detectar todo o conjunto
de informagbes armazenadas
na(s) molécula(s) de DNA de
um organismo.

Outras técnicas foram
desenvolvidas e permitem a
analise do funcionamento do
genoma, ou seja, sua expressao:
o transcriptoma e o proteoma. O
transcriptoma detecta o conjunto
de moléculas de RNA sendo
transcritas em uma determinada
circunstancia, enquanto o
proteoma detecta o conjunto de
proteinas traduzidas. Genoma,
transcriptoma e proteoma séo
informacées que abordam o
organismo de forma sistémica,
constituindo-se, portanto,
em um dos componentes da
Biologia de Sistemas.

A possibilidade de analisar os
efeitos no sistema biolégico como
um todo, seria extremamente
interessante, sobretudo se essas
mudangas permitirem prever o
fendtipo final resultante em toda
a sua complexidade. Esse é o
objeto da Biologia de Sistemas,
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% 1 1 8 % 0
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metabdlica
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b
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X |" l
5 C\RNA
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7 Protein
I (Enzymes)
'y

Regulagéo no

nivel hierarquico

Figura 3. Representacao gréafica das regula¢des no nivel hierarquico e metabdlico.

OuU seja, uma compreensio
dos organismos vivos em nivel
sistémico.

Além do transcriptoma e
do proteoma, outras técnicas
permitem a andlise sistémica de
um organismo. O metaboloma
refere-se ao conjunto de

Revista Brasileira de Engenharia Quimica | 1° quadrimestre 2016

compostos de baixa massa
molecular sintetizados por uma
célula. O fluxoma corresponde
as velocidades relativas no
conjunto de reagdes da rede
metabdlica celular. A analise
do transcriptoma e proteoma é
de certa forma facilitada, pois

9
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Analise do Metabolismo

{(Micrjorganismo

Rede metabdlica
Fluxos metabolicos
Controle do metabolismo

Melhoramento Genético
MWutagénese classica
Tecnologia do DNA Recombinante

e, portanto, ndo se
acumulam no sistema,
enquanto os nutrientes
e produtos estdo sendo
consumidos e formados,
respectivamente. Ou
seja, uma situagcdo de
regime permanente

Explorandoe o pontecial
Engenharia Bioguimica

(steady state) de
transformacoes. Trés
estratégias tém sido

v

Identificagao de limitagdes e
novas propostas

Figura 4. Processo ciclico de desenvolvimento da Engenharia Metabdlica.

trata da deteccao de moléculas
com uma mesma natureza
quimica, RNAs e proteinas,
respectivamente. Assim, é mais
facil reconhecer que com o
uso dessas técnicas de fato se
analisa todo o conjunto de genes
sendo transcritos e traduzidos.
O metaboloma, por outro lado,
representa um desafio técnico
maior devido a diversidade
quimica das moléculas que
devem ser analisadas. De fato,
€ praticamente  impossivel
detectar todas as moléculas que
compdéem o metaboloma com
apenas uma técnica analitica.
Dois procedimentos
experimentais tém sido utilizados
para se realizar a analise
de fluxos metabdlicos (ou
fluxoma): balangos metabdlicos
e experimentos com tragadores.
Estes procedimentos n&o podem
ser realizados por analises
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diretas e necessitam de uma
rede metabdlica configurada
(Nielsen, 2003).

Uma forma muito pratica de
representar o metabolismo é na
forma de uma matriz (Figura 2).
Nesta matriz, em cada uma das
linhas estdo os componentes
das reacbes metabdlicas e
as colunas representam cada
uma das reagdes. Os numeros
na matriz representam o0s
coeficientes  estequiométricos
de cada um dos componentes
da reacdo. As solugdes
matematicas desse sistema
consistem em vetores que
descrevem o fluxo em cada uma
das reacdes da rede metabdlica
para diferentes situagdes (Figura
2). Este sistema é resolvido
considerando-se uma situacao
na qual a formacéao e consumo de
todos os intermediarios ocorrem
com a mesma velocidade
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aplicadas para resolver
matematicamente este
sistema (Trinh & Srienc,
2009).

A primeira estratégia
é denominada analise
de fluxos metabdlicos

(Metabolic Flux
Analysis — MFA). Nesta
estratégia, algumas

medidas de fluxos séo
realizadas, normalmente os
fluxos de troca do sistema e o
ambiente (consumo de nutrientes
e formacdo de produtos). Se
0 numero de fluxos medidos
for igual ou superior aos graus
de liberdade do sistema e se
este ndo contiver componentes
que contribuem igualmente
para as transformagdes sendo
analisadas, é possivel definir um
vetor que corresponde aos fluxos
em todas as reacbes da rede
metabdlica.

Considerando o que foi
apresentado até aqui, a Biologia
de Sistemarepresentaumgrande
salto na forma de se abordar
0s seres vivos, portanto, um
novo ciclo de desenvolvimento
na Biotecnologia microbiana
pode ser esperado. De fato,
consideramos que esse novo
ciclo (Biotecnologia de Sistemas)
ja esta em andamento por meio
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Figura 5. Distribuigdo de fluxos metabdlicos em C. glutamicum em trés situacdes diferentes: A. Aminoacidos produzidos apenas para
crescimento celular. B. Lisina produzida em excesso em processo industrial. C. Maxima eficiéncia de conversao de glicose em lisina.

da Engenharia Metabdlica, que
como apresentaremos a seguir
tem em suas bases conceituais
uma abordagem sistémica.

Engenharia Metabdlica: uma

abordagem sistémica.
Bailey (1991) definiu a
Engenharia Metabdlica como

sendo ‘o melhoramento
de atividades celulares por
manipulagdes das  fungdes
enzimaticas, de transporte

e regulatérias da célula com
0 uso da tecnologia de DNA
recombinante”. Esta definigdo
em si ndo distingui claramente
a Engenharia Metabdlica da
Engenharia Genética. Entretanto,
ja em sua proposta inicial, Bailey
reconhecia a necessidade

de um ciclo interativo de
analise e melhoramento
genético. Logicamente no
inicio da aplicagdo destes

conceitos, considerando ainda
a efervescéncia da Engenharia

Genética, o0  melhoramento
genético foi mais amplamente
utilizado, mas o desenvolvimento
de técnicas de analise do
metabolismo foi gradativamente
se consolidando e permitindo que
o ciclo da Engenharia Metabdlica
pudesse ser realizado.

Um conceito importante
por tras do termo Engenharia
Metabdlica é que a amplificacao
da atividade de enzimas (pela
clonagem de multiplas cépias de
um gene) ou outras alteragoes
na rede metabdlica (o nocaute
de um gene, por exemplo),
frequentemente sendo objeto
da Engenharia Genética, nao
necessariamente resultam
em aumentos no rendimento
e na produtividade de forma
expressiva (Stephanopoulos &
Vallino, 1991). E necessaria uma
visdo sistémica do metabolismo
de tal forma que as modificagbes
propostas levem em conta os
efeitos da expressao ou nocaute
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de um gene na rede metabdlica
como um todo. Isto significa,
por exemplo, que o balanco
de coenzimas do metabolismo
celular como um todo também
necessita ser respeitado. Ou
seja, € necessaria uma analise
mais holistica do metabolismo
e, portanto, a abordagem da
Engenharia Metabdlica vai em
direcdo a uma analise sistémica.
A Engenharia metabdlica pode
ser compreendida como um
processo de desenvolvimento
ciclico(Nielsen,2001)consistindo
dos seguintes passos: (i) analise
do funcionamento metabdlico
de uma célula, (ii) desenho
das modificagdes genéticas
que permitiiam melhorar seu
desempenho na biossintese de
um produto de interesse e (iii)
construcdo da nova linhagem
recombinante (Figura 4). A
terceira etapa desse processo
consiste na aplicagéo de técnicas
amplamente  difundidas  da
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Engenharia Genética, mas sao
as duas primeiras etapas que
definem o alvo mais adequado
para manipulagdo genética
que pode ser mais promissor
na melhora do processo de
biossintese e que consideram o
sistema biol6gico como um todo.
Assim, a Engenharia Metabdlica
consiste em uma estratégia
sistémica para alterar fenotipos
(caracteristicas) celulares
uma vez que trata a formacgéao
de um determinado produto
(etanol, lisina, etc) como uma
propriedade da célula como um
todo (Tyo et al., 2007). Esta visdo
vem de encontro aos interesses
mais imediatos da Biologia de
Sistemas. Redes metabdlicas em
escala gendmica, por exemplo,
oferecem um arcabougo para
a integracdo de dados 6micos
(Nielsen & Jewett, 2008). Um
dos grandes desafios atuais
estd no desenvolvimento de
modelos e algoritmos que
permitam integrar a informagéo
global obtida na Biologia de
Sistemas no arcabouco das
redes metabdlicas (Nielsen &
Jewett, 2008) e na compreensao
dessa mudanga no fendtipo final
da célula.

A questdo neste momento é
se a abordagem sistémica da
Engenharia Metabdlica pode
levar a solucionar problemas
que nao poderiam ser resolvidos
pela abordagem classica da
Engenharia Genética. Ou seja,
se de fato temos em méaos uma
ferramenta que nos habilita a
identificar e resolver problemas
que nao podem ser feitas por
outras abordagens. Esta seria a
evidéncia final que estamos de
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fato vivendo uma nova fase na
Biotecnologia microbiana. Um
caso de estudo biotecnoldgico
que demonstra com clareza esta
situacaoéaproducaodelisinaque
€ realizada por Corynebacterium
glutamicum (Stephanopoulos
& Vallino, 1991). O problema
a ser resolvido é aumentar a
capacidade de producido desse
aminoacido pelo microrganismo.
A abordagem deste problema
tomando como base os conceitos
de Engenharia Genética seria
realizada pela super-expressio
de genes de biossintese de
lisina e pelo nocaute de genes
envolvidos na biossintese
de outros aminoacidos que
competiriam com a sintese de
lisina. A Figura 5 apresenta uma
andlise da rede metabdlica de
C. glutamicum em trés situagodes:
na primeira ocorre apenas
crescimento e ndao ha excrecao
de lisina, na segunda apresenta-
se a distribuicao de fluxos com a
produgdo atingida em processo
industrial de produgdo de
lisina e a terceira analisa uma
distribuicdo de fluxos na rede
metabdlica que permitiria dobrar
a quantidade de lisina produzida
a partir da mesma quantidade
de glicose. Uma simples analise
das diferentes distribuicbes de
fluxos metabdlicos revela que
o0 problema pode ser resolvido
com um aumento do fluxo da
fonte de carbono na via das
pentoses em detrimento da via
de Embden-Meyerhoff-Parnas.
E relativamente simples explicar
0 porqué dessa solucdo: a via
das pentoses gera a coenzima
reduzida NADPH, necessaria
para biossintese da lisina,
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enquanto a via de Embden-
Meyerhoff-Parnas ndo. Mas
veja que apenas apos a analise
sistémica da rede metabdlica foi
possivel decifrar a distribuicao
de fluxos mais adequada para
atingir esse resultado. Assim, o
alvo de modificagdes genéticas
para se atingir a super-producao
de lisina apenas pode ser
identificado apdés uma analise
sistémica do metabolismo.

Noscasoapresentado, ficaclaro
que a abordagem sistémica da
distribuicdo de fluxos observada
e a identificagdo da forma de
funcionamento do metabolismo
mais adequada pode ser uma
estratégia mais precisa para
identificar as causas mais
provaveis do fendétipo indesejado
e quais modificacbes podem
levar a melhoras significativas no
processo de producgao, atingindo-
se inclusive valores maximos
tedricos. Uma nova fase na
Biotecnologia microbiana esta
em progresso: a Biotecnologia
de Sistemas (Figura 1).

Sao grandes as expectativas.
A abordagem sistémica de
microrganismos envolvidos
na biossintese de produtos de
interesse comercial deve levar
a melhoras significativas nesses
processos. Microrganismos
poderao ser caracterizados como
plataformas com base na sua
capacidadede suprirosdiferentes
precursores para biossintese de
produtos (Jullesson et al., 2015).
Os modelos metabolicos, a
caracterizacdo dos componentes
e o] conhecimento dos
mecanismos de sua interacao
poderdao chegar a um estagio tal
que sera possivel construir um



organismo completamente novo, levando a Biologia Sintética ao seu limite (Keasling, 2010). Neste cenario,
a Biotecnologia podera resolver de forma efetiva importantes problemas: desde farmacos extremamente
sofisticados até produtos simples que fazem parte do nosso dia a dia e que poderao ser gerados a partir
de matérias primas renovaveis. ®

Referéncias

Bailey, J.E. 1991. Toward a Science of Metabolic Engineering. Science, 252: 1668-1675.

Jullesson, D.; Florian, D.; Pfleger, B. & Niesens, J. 2015. Impact of synthetic biology and metabolic engineering on
industrial production of fine chemicals. Biotechnology Advances, 33: 1395-1402.

Keasling, J. 2010. Manufacturing molecules through metabolic engineering. Science, 330: 1355-1358.

Kresnowati, M.T.A.P.; Winden, W.A.; Almering, M.J.H.; Pierick, A.; Ras, C.; Knijnenburg, T.A.; Daran-Lapujade, P;
Pronk, J.T.; Heijnen, J.J. & Daran, J.M. 2006. When transcriptome meets metabolome: fast cellular response of yeast
fot sudden relief of glucose limitation. Molecular System Biology, 49.

Kuile, B.H. & Werterhoff, H.V. 2001. Transcriptome meets metabolome: hierarchical and metabolic regulation of the
glycolytic pathway. FEBS Letters, 500: 169-171.

Nielsen, J. & Jewett, M.C. 2008. Impact of system biology on metabolic engineering of Saccharomyces cerevisiae.
FEMS Yeast Research, 8: 122-131.

Nielsen, J. 2001. Metabolic engineering. Applied Microbiology and Biotechnology, 55: 263-283.

Nielsen, J. 2003. It is all about metabolic fluxes. Journal of Bacteriology, 185: 7031-7035.

Stephaopoulos, G. & Vallino, J.J. 1991. Network rigidity and Metabolic Engineering in metabolite overproduction.
Science, 252: 1675-

Tyo, K.E.; Alper, H.S. & Stephanopoulos, G.N. 2007. Expanding the metabolic engineering toolbox: more options

to engineer cells. Trends in Biotechnology, 25: 132-137.

www.unaerp.br

0 RG U LH 0 Entre as dez melhores universidades particulares do Pais no IGC MEC. 1[
D E S E R 5; .: Doutorados e Mestrados avaliados com notas 5 e 4 pela Capes/MEC. ”MERP

D 19 cursos estrelados no “Guia do Estudante” da Editora Abril 2015. Universidade de Ribeirao Preto

Campus Ribeiréo Preto - Campus Guaruja

72 classificada no estado de Sao Paulo no RUF 2015 EXCELENGIA NACIONAL.
U N A E R P. (Ranking Universitério da Folha). PADRAO MUNDIAL DE ENSINO.

Graduagao: Humanas, Sadde, Exatas e Tecnologia / Presencial e EAD - Educacéo a distancia Pos-Graduagao: Stricto Sensu / Lato Sensu / MBAs / Residéncia Médica
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m julho de 2015,
depois de nove anos
de desenvolvimento e

viagem pelo espaco, a Horizon
chegou a Marte marcando um
dos principais feitos tecnoldgicos
da humanidade. Em uma
comparacdo interessante, o
desenvolvimento de um novo
processo biotecnolégico para a
producdo de biocombustiveis,
quimicos ou alimentos pode
demorar um tempo similar
desde a sua concepcido até
a demonstragdo em escala
comercial. Porém, além de
grandes desafios técnicos, o
desenvolvimento de um novo
processo de biotecnologia
industrial depende de fatores
macro e microecondmicos
que impactam diretamente na
estratégia de P&D e no sucesso
comercial. Este artigo pretende
avaliar brevemente o impacto
das mudangas de cenarios
macroecondmicos no  P&D
de projetos de biotecnologia
industrial nos Jdltimos quinze
anos. Além disso, pretende-se
apontar os desafios atuais para
consolidagcdo de cadeias de
valor renovaveis para garantir a
mitigacao dos efeitos da emissao
de gases de efeito estufa (GEE).
Mudancas drasticas de
cenarios macroecondmico
ocorridas em 2008 e 2015,
resultaram em grandes
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reestruturagbes estratégicas na
area de biotecnologia industrial.
Da euforia de investimentos do
inicio dos anos 2000, passando
pela revolucdo do shale gas
apo6s 2008 e, mais recentemente,
por um cenario marcado por
petrdleo de baixo preco. Durante
cada periodo, estratégias de
P&D foram redesenhadas e
implementadas, empresas de
base tecnolégica surgiram e
desapareceram, criando um
dos periodos mais frutiferos da
biotecnologia industrial.

O inicio dos anos 2000
€ marcado pela hype dos
biocombustiveis e pela criacdo do
que se define como engenharia
de sistemas biologicos1. O
apetite de investidores de
risco e de grandes empresas
em tecnologias renovaveis foi
alavancado pela percepcao
de atingimento do peek oil2 e
pela especulagcdo do prego do
petréleo que elevou os pregos
do barril do petréleo a mais
de US$ 115,00. Aliado a este
cenario, a descoberta de novas
rotas metabdlicas para produgéo
de combustiveis avancgados
e a sofisticacdo das técnicas
de construcdo de sistemas
biolégicos  possibilitaram  a
criacdo de diversas startups de
biotecnologia, como Amyris,
Genomatica, Global Bioenergies,
Gevo, LS9, Solazyme,

Revista Brasileira de Engenharia Quimica | 1° quadrimestre 2016

Lanzatech, Cobalt, Zeachem,
Verdezyme, Joule, OPX, Algenol
etc. Destaca-se a descoberta
de novas vias metabdlicas que
possibilitaram a conversao direta
de acucar a isobuteno pela
Global Bioenergies3 e farneseno
pela Amyris4.

Com a crise de 2008, marcada
pela revolugdo do shale gas,
a industria quimica passa por
mudangas estruturais com o
aumento de crackers utilizando
gas natural e reducdo dos
precos de petréleo. Empresas
que estavam focadas em
combustiveis e que ndo possuiam
um plano B, tiveram dificuldades
em justificar seus planos de
negocios e, eventualmente,
faliram ou foram adquiridas. Um
exemplo é a startup californiana
de engenharia metabdlica LS9,
apdés sucessivos anuncios de
atrasos da construcido da planta

industrial para a producéo
de biodiesel, acabou sendo
adquirida pela Renewable
Energy Group, uma das
maiores empresas produtoras
de biodiesel dos Estados
Unidos5. Outras empresas,

como a Amyris, conseguiram
pivotar seus planos de negocios
e tecnologia para producgao
de produtos de maior valor
agregado, como especialidades
quimicas e lubrificantes.
Além disso, a biotecnologia



se mostrou uma ferramenta
interessante para producido de
quimicos que poderiam ter a seu
suprimento ameagado devido
a substituicdo da nafta pelo
gas natural nos crackers. Por
exemplo, em 2015, juntamente
com a Genomatica, a Braskem
demonstrou a produgdo em
escala de laboratério, a producéo
de butadieno diretamente a partir
de agucarese6.

Ainda em 2015, ocorreu
mais uma mudanca abrupta de
cenario com o aumento da oferta
e redugao do preco do petroleo,
atingindo precos de US$ 25-
30. Neste cenario, as empresas
de biotecnologia industrial
enfrentam um cenario ainda mais
desafiador, no qual empresas
buscam a viabilidade técnico-
econdmica dos seus planos de
negocio focando produtos de
alto valor agregado. Empresas
como Evolva passaram a atuar
em mercado de moléculas mais
complexas e de altissimo valor
agregado, como o resveratrol,
vanilina e stevia. Este exemplo
define um novo cenario de busca
por tecnologias que possam
dar retorno no curto prazo e
empresas de biotecnologia que
possuem um amplo portfélio de
moléculas.Arecente arrecadacao
de fundos pela Zymergen7 e
Gingko Bioworks8, Transcript e
Emerald Cloud Lab comegam
a definir novos modelos de
negocio de prestacao de servigo
para o desenvolvimento de
microrganismos geneticamente
modificados e de laboratérios
de engenharia metabdlica “na
nuvem”.

Nestes ultimos 15 anos, uma

série de fronteiras na construcao
de sistemas biologicos foram
ultrapassadas9 por meio da
domesticagdo de novos hosts
microbianos, da descoberta
de novas reagdes enzimaticas
para producdo de quimicos e
da utilizagdo de novas fontes
de matérias-primas, como
metano e CO2. Além disso,
novas tecnologias de engenharia
metabdlica, e.g. CRISPR/Cas
System10, e de sintese de DNA,
e.g. empresa Twist Bioscience,
tem um importante papel da
reducdo dos custos e do tempo
de desenvolvimento de projetos
de biotecnologia industrial.
Apesar do aumento exponencial
de conhecimento em sistemas
biolégicos, o desenvolvimento
de novas cadeias de valores
sustentaveis ainda estd na sua
infancia. Para, de fato, dissociar
0 crescimento econbOmico da
emissdao de GEE é necessario
combinar tecnologias renovaveis
com modelos de negocios
inovadores e politicas publicas
de longo prazo.

Novos modelos de negdcios
e de tecnologias renovaveis
precisam ser pensados de
maneira conjunta. Conceitos
como expansdo do tempo de
vida do produto, plataformas de
compartilhamento, produto como
servigo e tecnologias renovaveis
precisam ser integrados para
criar solugdes de circuito fechado.
Um exemplo interessante é a
utilizacdo de polietileno (PE)
verde e reciclado como matéria-
prima para impressdo 3D. Ao
juntar diferentes stakeholders e
tecnologias, plasticos podem ser
regenerados nao apenas para
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durar mais (reciclagem) mas para
durar para sempre (renovaveis)
e, com a gestdo apropriada
da cadeia de valor, é possivel
monetizar a sua longevidade por
meio da manufatura doméstica
de bens de consumo (impressao
3D).

A implementacdo de novas
cadeias de valor nao ¢é
dependente de apenas uma
grande descoberta, mas de
breakthroughs em  diversas
partes da cadeia de valor. Por
exemplo, o desenvolvimento de
novas tecnologias de segunda
geracdo para producido de
combustiveis a partir de residuos
agroindustriais (e.g. bagago de
cana-de-acucar) depende de
uma série de inovagdes. Novos
tratores sao necessarios para a
colheita de palha de cana-de-
agucar, novas variedades de
cultivares resistentes a pragas e
a escassez de agua, loT (internet
of things) para otimizar a irrigacao
e a logistica, novas tecnologias
de pré-tratamento e liberagao dos
agucares contidos na biomassa
até o desenvolvimento de
microrganismos geneticamente
modificados. Para garantir que
todas estas inovagdes ocorram
em tempo habil para mitigar os
efeitos dos GEE é necessario
que politicas publicas eficazes
sejam implementadas. No final
do ano passado, a COP21 se
destacou como o primeiro acordo
global para o estabelecimento de
metas de reducdo de emisséo
de GEE a partir da préxima
década. Afim de garantir que
as politicas publicas corretas
sejam realizadas, a comunidade
cientifica e empresarial precisa
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comunicar claramente
sdo os desafios, o
tecnolégico e o0s recursos
necessarios. Nos Estados
Unidos, a academia nacional de
ciénciajuntamente comogoverno
e a industria, desenvolveu um
roadmap tecnoldgico11 para
identificar os principais gargalos
para acelerar a implementacao
da biotecnologia industrial,
identificando assim, as principais
linhas de pesquisa para os
proximos dez anos. Além disso,
agéncias de fomento, politicas
publicas, aceleradoras12,
capitalistas de risco e empresas
continuam fortalecendo
novos ciclos virtuosos de
desenvolvimento. No Brasil,
apesar de todo o nosso potencial
da agroindustria, apenas esforgo
difusos e timidos estdo sendo
realizados.

Enquanto a colonizagcdo de
Marte ainda continua como
sendo um roteiro de ficgdo
cientifica, as ameacas e prejuizos
das mudangas climaticas ja
fazem parte do nosso dia-a-
dia. O desenvolvimento e a
implementacdo de tecnologias
limpas que considerem a
sustentabilidade de toda a
cadeia de valor precisam ser
consolidados globalmente,
independente das oscilagdes
de preco das matérias-primas
fosseis. Para isso, além de
politicas publicas de longo prazo
quecriemincentivos pararedugéo
de GEE, é preciso o engajamento
de toda a sociedade: comunidade
cientifica, empresas, governo,
ONGs e, principalmente,
consumidores. Coletivamente,
nos temos o dever de garantir

quais
roadmap
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um ambiente saudavel para as préximas geracgdes. O Brasil precisa
definir uma agenda tecnoldégica clara para explorar o potencial do seu
agronegdcio para desenvolver solugdes para a sociedade e agregar
valor os seus produtos. Dessa maneira, o pais pode garantir um papel
de lideranca econbmica na transicdo para uma sociedade de base
renovavel. ®
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A Biotecnologia pode ser
definida como o conjunto de
técnicas e tecnologias que
visam a producdo de bens ou a
prestacdo de servicos mediante
a utiizacdo de células ou
sistemas bioldgicos, em uma ou
mais de suas etapas. As células
ou sistemas biologicos podem
ser o resultado final dessas
técnicas e tecnologias, como
por exemplo 0s microrganismos
desenvolvidos para a redugéo
das concentracbes de metais
pesados em aguas residuais,
ou podem ser os mediadores
de reagdes quimicas complexas
que levem a geracdo de um
produto, seja ele um antibidtico,
um hormédnio, um acido organico,
ou outra molécula. Essas células
(bacterias, fungos, leveduras,
células animais e vegetais)
podem ter sido modificadas
geneticamente, ou ndo, sendo
consideradas entao OGM
(Organismos Geneticamente
Modificados) ou N&ao-OGM,
regidas por normativas
diferentes. A  Biotecnologia
desempenha um papel
importante nas areas de saude
humana e animal (producdo de
antibioticos, enzimas, vacinas,
kits diagnodsticos, anticorpos

monoclonais, entre  outros),
agropecuario e  alimenticio
(controle biolégico de pragas,
obtencéao de plantas e
sementes resistentes a sequia
ou a inseticidas, alimentos
fermentados), meio ambiente
(no tratamento de efluentes,
biorremediagdo, biossensores),
biocombustiveis e biopolimeros
(etanol de segunda geragéo,
plasticos biodegradaveis) e
téxtil (fibras de origem vegetal e
animal).

As receitas  provenientes
do mercado mundial de
Biotecnologia nos ultimos anos
tém mostrado um crescimento
em forma continua a uma taxa
anual entre 11,6% e 12,3%,
passando dos USD 2705
bilhdes em 2013 e com uma
expectativa de alcancar os USD
414,5 bilhdes até o fim de 2017,
devido principalmente a uma
demanda crescente de novas
terapias e metodologias para
diagnostico1,2. Em 2013, a area
de produtos destinados a saude
humana ou animal (biofarmacos)
dominou o mercado, com uma
receita aproximada de USD
184,2 bilhdes, quase 60% do

total1,3.

No Brasil, o levantamento
mais completo do mercado
biotecnoldgico foi realizado pela
BRBIOTECH / CEBRAP em
20114. Nesse estudo, dois fatos
se destacam: em primeiro lugar,
a predominancia das micro e
pequenas empresas nesta area
- 56% delas com receita anual
de R$ 2,4 milhdes, 20% ainda
sem geragao de receita (com
produtos e servicos ainda em
desenvolvimento), e somente
10% delas com uma receita
anual superior a R$ 12 milhdes.
Em segundo lugar, as atividades
das empresas inclusas no
levantamento indicam que 67,1%
delas se enquadram dentro
das areas de saude humana e
animal e diagnostico, 9,7% na
agricultura e uma quantidade
igual em meio ambiente, e 5,1%
em biocombustiveis (Figura 1).

A producdo industrial de
um biofarmaco se divide na
obtencdo do principio ativo ou
Insumo  Farmacéutico  Ativo
(IFA) e a do medicamento em
sua forma final. As sucessivas
etapas de processamento do
IFA de origem biolégica para

* Biotecn6loga, Doutora em Ciéncias Bioldgicas e Especialista em Engenharia da Qualidade, Pesquisadora Sénior no CRISTALIA
Prod. Quim. Farm. Ltda. — Divis&o de Biotecnologia.
Bidlogo e Doutor em Biotecnologia Industrial, Pesquisador Sénior no CRISTALIA Prod. Quim. Farm. Ltda. — Divisdo de Biotecnologia.
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M Saude animal
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W Outros setores
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Figura 1: Distribuigdo das empresas brasileiras de base biotecnolégica em funcdo da

area de atuagao.

Fonte: BRBIOTEC Brasil/Cebrap, “Brazil Biotech Map 2011" (n=237)

formular o medicamento final
sdo similares as dos IFA obtidos
por sintese quimica na industria
farmacéutica tradicional, pelo
que nao serao abordados neste
texto.

O desenvolvimento de um
biofarmaco abrange uma
variedade de técnicas e
conhecimentos utilizados para
fundamentacao racional e
cientifica na estruturacdo do
processo, desde a escolha do
vetor adequado até a produgao
em larga escala, em condigbes
de Boas Praticas de Fabricagao,
o0 que envolve um complexo
sistema de qualidade, pesquisa
e desenvolvimento, producéo,
validagdes, desenvolvimento
analitico, controle de qualidade,
aspectos regulatorios e
normativos e logistica. Para
que um IFA bioldégico possa ser
formulado em um medicamento,
0 processo de obtencido deve
primeiro cumprir uma série
de etapas, comecgando pela
obtencdo da linhagem/clone
produtor(@d) e a extensiva
caracterizacado fisico-quimica e
biolégica da molécula produzida.

Posteriormente, o0s ensaios
pré-clinicos permitirdo avaliar
os perfis farmacocinéticos e
farmacodindmicos do IFA, entre
outras  determinacbes, para
finalmente chegar aos ensaios
clinicos realizados em seres
humanos, que permitirdo ajustar
a dosagem do IFA e atestar
sua eficacia e eficiéncia para o
tratamento proposto.

A expressdao de proteinas
na bactéria Escherichia coli

foi  pioneira na  produgao
de biofarmacos, através
da tecnologia do DNA
recombinante. A ampla

utilizacao de E. coli na industria
€ devido, predominantemente,
a facilidade de escalonamento,
baixo custo, alto rendimento
e produtividade e robustez no
cultivo deste microrganismo.
Mais recentemente, a producéo
de IFA bioldgicos usando células
de mamiferos, em particular
para a producdo de anticorpos
monoclonais (mAb) utilizados

Revista Brasileira de Engenharia Quimica | 1° quadrimestre 2016

como terapia contra o cancer e
doencas autoimunes, ganhou
destaque e passou a ser a
plataforma tecnolégica mais
usada, pela alta similaridade das
proteinas produzidas por essas
células com as produzidas no
organismo humano.

(0] desenvolvimento do
processo de upstream (USP)
inclui a definicdo do vetor e
0 desenvolvimento da célula
hospedeira, a selecdo de clones,
a definicdo do meio de cultura, o
desenvolvimento do bioprocesso
e seu escalonamento, o projeto
dos reatores, o0s controles
em processo e as analises
correspondentes, visando
obter elevadas concentragoes
do produto com alta atividade
biolégica e produtividade. O
desenvolvimento do processo
de downstream (DSP) envolve
as etapas posteriores a
geracédo do IFA pelo organismo
produtor durante seu cultivo, e
é direcionado, basicamente, ao
rendimento e a produtividade,
mantendo os atributos de
qualidade do  produto e
incrementando a capacidade de
purificacdo do processo. Novos
métodos para o desenvolvimento
dos USP e DSP estdo sendo
utilizados, tais como Quality
by Design (QbD) e Design of
Experiments (DoE)5. A Figura 2
apresenta esquematicamente as
diferentes areas de otimizacao e
0s parametros mais importantes.

Em paralelo aos estudos
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Figura 2: Etapas dos processos de upstream (USP) e de downstream (DSP) a serem otimizadas na produ¢édo de um biofarmaco.
Adaptado de: Gronemeyer, P.; Ditz, R.; Strube, J. (2014) Review: Trends in Upstream and Downstream Process Development for
Antibody Manufacturing. Bioengineering, 1: 188-212

de desenvolvimento, deve-se
iniciar o projeto da planta piloto
ou industrial onde o IFA sera
produzido, solicitando para
isso as licencas e habilitagcdes
necessarias: habilitagdoambiental
(no estado de Sao Paulo,
outorgado pela CETESB), Laudo
Técnico de Avaliagao outorgado
pelo Centro de Vigilancia
Sanitaria local, habilitagdo pelo
Corpo de Bombeiros, habilitagao
pela Comissao Técnica Nacional
de Biosseguranca (CTNBio) no
caso de manipulacdo de OGM,
e a certificagdo de Condicbes
Técnico-Operacionais (CTO),
aplicada pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aos estabelecimentos ou linhas
de producdo que possuem
capacidade técnica e operacional
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adequada afabricagao em escala
industrial de medicamentos ou
produtos para saude. Apds a
obtencdo do CTO, e quando
o desenvolvimento do produto
em larga escala encontra-se
finalizado, deve-se solicitar a
ANVISA uma inspecao na planta
produtiva para a emissao do
Certificado de Boas Praticas
de Fabricagdo (CBPF, para
atestar que determinado
estabelecimento cumpre com
as Boas Praticas de Fabricacéao,
€ que é pré-requisito para o
registro do produto na ANVISA).
Para a emissao da Certificacao
de Boas Praticas de Fabricagio
sdo avaliados itens técnicos de
todos os setores das empresas,
nas areas de almoxarifado,
producgédo, controle de qualidade,
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garantia da qualidade, utilidades,
entre outras6. A qualificacido
de equipamentos criticos, a
validagcdo de processo e a
validacdo de limpeza também
sdo itens requeridos para a
obtencdo do CBPF. Finalmente,
requisita-se o0 Registro do
Produto na ANVISA, necessario
para poder comercializar o
produto no territério nacional.

Qualificagdo e validagdo sao
conceitos similares, ainda que na
pratica o termo qualificagdo seja
mais utilizado para instalagdes
e equipamentos, e o termo
validacdo, para processos e



sistemas complexos.
O objetivo da qualificacdo

€ provar e documentar que
equipamentos e sistemas
estdo devidamente instalados,
que operam corretamente
e conduzem aos resultados
esperados6. Para isso, o0s

instrumentos de medicao criticos
dos equipamentos e sistemas
devem estar calibrados dentro
da faixa de valores para a qual
estdo sendo qualificados. A
qualificacdo deve ser realizada
periodicamente, e a frequéncia
deve seguir a normativa vigente.
Os dois processos criticos
que devem ser validados para
a producao de IFA bioldgicos
sao a validacao de processo € a
validagao de limpeza. Avalidagao
de processo visa atestar com
um alto grau de seguranga
que um processo especifico
produzira um produto de forma
consistente, que cumpra com as
especificagcbes pré-definidas e
caracteristicas de qualidade. Por
outrolado, a validagao de limpeza
tem por objetivo demonstrar que
os procedimentos de limpeza
removem residuos a niveis pré-
determinados de aceitacdo,
levando em consideragéo fatores
tais como tamanho do lote,
dosagem, dados toxicolégicos,
solubilidade e area de contato do
equipamento com o produto6,7.

Desde as etapas iniciais, o
processo de producido de um
biofarmaco deve ser executado
em area limpa, uma area com
controle ambiental projetada,
construida e utilizada de forma

a reduzir a introdugéo, geracgao
e retencdo de contaminantes
em seu interior6. Os termos
area limpa e area classificada
sao reservados para instalagdes
submetidas a  classificacao
e monitoramento quanto a
contagem de particulas viaveis
(contaminantes microbianos,
principalmente) e ndo viaveis
(particulas inertes). A maioria
das areas de producdo de
medicamentos nao estéreis
nao necessita deste tipo de
classificagdo, mas devem sempre
ser projetadas e mantidas como
areas controladas, ou seja,
areas que possuam condi¢des
e procedimentos  definidos,
controlados e  monitorados
para prevenir degradagdo e
contaminagdo de produtos e
protegendo o meio ambiente de
contaminantes provenientes do
processo fabril8.

O controle ambiental estara
dado por um sistema de
aquecimento, ventilacdo e ar
condicionado  (AVAC), mais
conhecido pela sigla em inglés
HVAC (Heating, Ventilating,
and Air Conditioning) que
ira manter a temperatura, a
umidade e a pressado das salas
dentro de faixas pré-definidas
e especificadas, e que deve
ser qualificado periodicamente.
O sistema HVAC permitira a
renovagédo total ou parcial do
ar, que por sua vez sera filtrado
para manter o nivel de particulas
viaveis e nao viaveis dentro
dos niveis aceitaveis de acordo
com a classificacdo da sala.
O ar é filtrado passando por
filtros de diferentes cortes e, se
necessario, por filtros HEPA (High
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Efficiency Particulate Arrestance
ou também High Efficiency
Particulate Air). A cascata de
pressdes entre salas deve
convergir ao ponto mais critico
em termos de biosseguranga,
para garantir que no momento
da abertura de portas o fluxo de
ar entre as salas seja contrario
ao sentido de saida do potencial
contaminante  biolégico. Os

sistemas HVAC de plantas
produtoras de  biofarmacos
possuem geralmente a

tecnologia BIBO (Bag-in, Bag-
out) no alojamento dos filtros
HEPA que atendem as salas
onde ha manipulacdo do agente
biolégico, garantindo assim que
durante a troca dos mesmos
0 operador e 0 ambiente nao
tenham nenhum tipo de contato
com os filtros potencialmente
contaminados.

Atecnologiaaserempregadana
purificacdo da agua a ser utilizada
na obtencdo de IFA bioldgicos
depende das caracteristicas do
IFA, principalmente do tipo e da
concentracdo de contaminantes
permitidos (quimicos e
microbioldgicos), conforme
especificagdes técnicas daquele.
A qualidade da agua utilizada
na obtencdo de IFA bioldgicos
varia geralmente desde agua
abrandada, para as primeiras
etapas do processo produtivo,
até agua para injetaveis (API
ou WFI, water for injectables),
passando por agua purificada
(AP ou PW, purified water).

A qualidade da agua deve ser
incrementada gradativamente na
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medida em que se avanga nas
etapas de producédo do IFA, e de
acordo com a capacidade das
etapas posteriores de remover
0s possiveis contaminantes que
ela possa carregar. Em termos
gerais, um sistema de purificagédo
de agua padrao consiste em um
modulo de tratamento da agua
potavel com filtro multicamada
(camadas adjacentes de
meios filtrantes de diferentes
densidades e tamanhos de
particulas), carvao ativado,
resinas de intercambio ibnico que
visam reduzir a concentragdo de
ions divalentes (Ca2+, Mg2+), e
entre eles um ou mais sistemas
de microfiltracdo (filtros de 20,
5 e 1 uym, por exemplo). Se a
agua de alimentacao do sistema
apresentar turbidez ou uma alta
concentracao de coloides (agua
de captacao subterrdnea ou de
rio), a utilizacdo de um sistema
alternativo de ultrafiltracdo pode
ser necessaria.

Geralmente a PW é produzida a
partir de agua abrandada tratada
por deionizadores, osmose
reversa, ultrafiltracdo e/ou eletro-
deionizacdo9. Contudo, o mais
comum €é uma combinacao
dessas tecnologias. As
membranas de osmose reversa
sao formadas por polimeros de
alta densidade que permitem
a separacdo de moléculas
organicas e ions presentes na
agua com uma eficiéncia tipica
superior a 95%. Logo apds o
modulo de osmose reversa
€ possivel instalar um eletro-
deionizador, que combina resinas
de troca ibnica e membranas
de selecdo ibnica com corrente
continua para remover 0s
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ions remanescentes na agua.
A tecnologia mais utilizada
para a obtencdo de WFI (e a
Unica aceita pela Farmacopeia
Europeia) é a destilagdo, onde
ocorre a mudanga de fase da
agua que permite a remocao final
dos contaminantes residuais,
principalmente microbioldgicos.
O vapor puro, necessario para
a descontaminacdo térmica
ou esterilizacdo de materiais,
biorreatores, tanques e outros
equipamentos  utilizados no
processo e que entram em
contato direto com o produto, é
obtido em destilador a partir de
PW.

O controle da contaminacao da
agua para uso biofarmacéutico
é fundamental, uma vez
que a agua tem grande
susceptibilidade para agregar
compostos diversos e para
sofrer recontaminagdo, mesmo
apés a etapa de purificacao.
Recomenda-se a instalacdo de
um anel de distribuigéo (loop) de
PW ou WFI, no qual a agua deve
circular em fluxo turbulento, para
evitar a formagao de biofilme, e
geralmente a temperaturas longe
da faixa ideal de crescimento
microbiano (<18°C ou >60°C). Os
sistemas mantidos aquecidos em
temperaturas entre 65 a 80°C sao
considerados autosanitizantes e,
portanto, menos susceptiveis a
contaminagado microbiolégica do
que sistemas que sdo mantidos
em temperaturas menores. O
crescimento de microrganismos
pode ser inibido por radiacéo
ultravioleta, manutencdo do
sistema a quente (T>65°C),
sanitizagdo periodica do sistema
utilizando agua quente, agua
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superaquecida ou vapor puro
e sanitizacdo quimica rotineira
usando ozénio ou outro agente
quimico eficaz9.

Todos os sistemas de
agua e vapor puro para
uso biofarmacéutico sao

considerados sistemas criticos
de qualidade e de impacto direto
na qualidade e segurangca de
biofarmacos, portanto devem
ser qualificados seguindo um
protocolo de 3 fases sequenciais,
com amostragens periédicas,
que se estende por um ano.

Nos processos de producao
de biofarmacos, muitas vezes
sdo utilizados gases especiais,
como O2 (para manter o nivel de
saturagao de oxigénio necessario
para a respiragdo celular, nos
cultivos em alta densidade), CO2
(para regular o pH daqueles
sistemas tamponados com base
no equilibrio entre as espécies
H20 + CO2 «~ HCO3+ + H+) e
N2 (para manter condicbes de
anaerobiose). Todos os gases
utilizados e que entram em
contato direto com o produto
devem atender as especificagbes
de ultrapuro, grau medicinal ou
similar. O ar comprimido que entra
em contato com o produto, seja
como nutriente durante o cultivo,
para realizar transferéncias entre
vasos por pressao positiva,
etc., deve ser isento de oleo
e ser de baixa umidade. As
linhas de gases, incluindo as
de ar comprimido, devem ser
sanitarias (tubulagdes, valvulas
e instrumentos), e qualificadas
periodicamente para garantir



que atendam as especificagcbes
definidas.

3.8. Tratamento de efluentes
biolégicos

Uma etapa importante da
producdo de um biofarmaco é o
correto descarte dos efluentes
gerados que contem o agente
biolégico (caldo de cultura,
torta de solidos filtrados, agua
de enxague de equipamentos).
Deve-se prever um sistema
de descontaminagdo para a
eliminagdo do agente bioldgico,
ou sua reducdo até niveis
aceitaveis. A descontaminacao
pode ser fisica - geralmente
térmica - ou quimica. O processo

de descontaminagdo  deve
ser validado periodicamente,
e possuir  registros que

permitam a rapida deteccéo
e remediacdo em caso de
qualquer ocorréncia que ponha
em duavida o desempenho do
processo de descontaminagéo.

Recomenda-se a implementagéao
de um sistema redundante
de descontaminacdo, ou de
medidas de contengao (barreiras
fisicas) que impegam que o
efluente chegue a rede de
tratamento de esgoto antes
da verificagdo e confirmagao
de que a descontaminagio
ocorreu conforme procedimento
estabelecido. Os processos de
descontaminacado dos efluentes

liquidos, solidos e gasosos
contendo  material  bioldgico
devem  ser periodicamente

validados, e os registros dos
ciclos de descontaminacao
guardados para possivel consulta
dos 6rgéos regulatérios.

O mercado de produtos
e  servigos biotecnoldgicos
continuara a crescer a ritmo
acelerado nos préximos anos,
impulsionado ainda pela

producdo de biofarmacos, em
particular aqueles orientados
a obtencdo de drogas para o
tratamento de doencas raras,
cancer e doengas associadas ao
envelhecimento.

A biotecnologia no Brasil ainda
esta em suas etapas iniciais,
mas andando a passo firme
para se consolidar como um
mecanismo para a substituicdo
de importagdes e internalizacao
de tecnologias, que permitam
reduzir significativamente
os gastos atuais do Sistema
Unico de Saude (SUS) com
medicamentos  biotecnoldgicos
de alto custo, visando nao
somente 0 maior acesso aos
mesmos e a melhoria da
qualidade da saude publica, mas
também a agregacao de valor na
cadeia produtiva nacional.
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uitos processos

quimicos e bioqui-

micos envolvem a
transferéncia de massa gas-
liquido, ou seja, a dissolugéo
de componentes que se
encontram originalmente numa
fase gasosa para uma fase
liquida onde sao convertidos em
produtos de interesse. Embora
existam varios processos
quimicos que empregam esta
operagao, o0s bioprocessos
envolvendo o cultivo de células
€ microrganismos sao 0s que
majoritariamente a utilizam.

Os Dbiorreatores pneumaticos
podem ter diferentes aplicagoes,
de acordo com a fase gasosa
utilizada (elemento transferido).
O Quadro 1 apresenta proces-
sos classicos relacionados com
a transferéncia de massa gas-
liquido onde estdo destacados
o elemento transferido e o(s)
produto(s) obtido(s). A aplicacao
mais conhecida é a transferén-
cia de oxigénio da fase gasosa
para a fase liquida, utilizada em
cultivos aerdbios ou reacgdes
enzimaticas que demandam
oxigénio. Outras aplicacbes en-
volvem o uso de uma fase gas-
osa inerte para simples homoge-
neizacao do sistema reacional
e transferéncia de calor como,
por exemplo, em alguns -culti-
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vos anaerobios. Uma aplicagao
também relacionada com siste-
mas anaerobios é quando a fase
gasosa (elemento transferido) é
uma fonte de substrato para os
microrganismos, como € o0 caso
de cultivos de Clostridium sp.,
onde o gas de sintese (CO/CO,/
H,) é utilizado para produgéo de
biocombustiveis como butanol e
etanol. A fase gasosa também
pode ser utilizada como veiculo
para extracdo ou arraste de um
componente presente no meio
liquido. Esta operagcao é con-
hecida como esgotamento ou
stripping. Por exemplo, cultivos
de Saccharomyces cerevisiae
para a producdo de etanol po-
dem ser realizados em bior-
reator pneumatico utilizando o
gas carbonico (CO,) como gas
de arraste. Nesse processo que
integra as etapas de producéao
e separagcdo conhecido como
fermentacido extrativa, parte do
etanol presente na fase liquida
se vaporiza sendo arrastado
pela corrente de CO,, minimizan-
do o problema de inibicdo pelo
produto (etanol) e aumentando a
produtividade do processo.

Com relacado aos dispositivos
onde ocorrem os bioprocessos,
os comumente utilizados séo os
biorreatores tipo tanque agitado
e aerado e os biorreatores nao
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convencionais pneumaticos. A
primeira classe consiste dos re-
atores convencionais, 0s quais
apresentam agitacdo mecanica
por meio de impelidores acopla-
dos a um eixo movimentado por
um motor (Figura 1). No caso de
bioprocessos aerodbios, a aera-
cao é realizada por meio da in-
jecao de ar ou oxigénio através
de um aspersor localizado na
base do equipamento. Apesar
desta classe de reatores apre-
sentar alta eficiéncia e ser a mais
utilizada em processos quimicos
industriais, deve-se ponderar
sobre a sua aplicacdo em bio-
processos, 0s quais utilizam cé-
lulas ou microrganismos, uma
vez que os campos de cisalha-
mento impostos aos organis-
mos nesses biorreatores podem
afeta-los de forma irreversivel,
promovendo alteragbes mor-
fologicas, produgdo de compos-
tos indesejaveis, redugao da sin-
tese do bioproduto de interesse
ou até mesmo a morte celular.
Ainda, a existéncia de partes
moveis exige a presenga de selo
mecanico, o que aumenta a pos-
sibilidade de ocorréncia de con-
taminagao do processo.

Tais desvantagens observadas
em reatores  convencionais
sdo minimizadas em reatores
pneumaticos, que fazem parte



Quadro 1. Processos quimicos e bioguimicos que empregam transferéncia de massa gas-liquido.
que a agitacado e a gaseificagcéo

Processo Elemento Produto
transferido sdo  conjuntas, ha uma
Hidrogenacéo de lipideos (6leos e H, gordura hidrogenada acentuada redugao no consumo
gorduras) (margarina) energético. Devido a auséncia
Carbonatag&o de &lcalis CcO; carbonatos e bicarbonatos de impelidores, os campos de
Oxidagéo de glicose 0, gliconatos (calcio, cisalhamento encontrados no
magnésio, sédio, zinco) interior destes dispositivos s&o
Cultivo de algas e cianobactérias CO, lipideo (biodiesel) e distribuidos de maneira uniforme,
farmacos afetando de forma menos
Cultivo de leveduras 0. fermento biolégico, proteina intensa as células sensiveis ao
unicelular, lipideo (biodiesel) cisalhamento. Ainda. uma vez
Cultivo de bactérias (Clostridium sp.) Gas de biocombustiveis (etanol e que nao possuem partes moveis
sintese butanol) interi ibilidad
(COICO/H,) em seu interior, a possibilidade
- — — : de contaminacdo do processo
Cultivo de bactérias (Escherichia coli) (0] vacinas , .
€ menor em comparagaoc ao
Cultivos de bactérias e fungos 0: acidos organicos, reator convencional. reduzindo
filamentosos antibidticos, enzimas, ) T

vitaminas assim custos com limpeza e

Cultivo de células 0, anticorpos monoclonais, eSterIIlzaan do eqmpamento

fatores VIl e IX (hemofilia),
horménios, interferon, . . .
vacinas Principais modelos
Fermentacao extrativa COy/N; Combustiveis (etanol, e p"ncip'O de

butanol)

de uma classe de reatores
nao-convencionais onde um
gas, ar ou oxigénio no caso
dos bioprocessos aerébios, é
injetado na base do reator e

promove, além da gaseificacao,
a agitacdo do meio liquido.
Uma das suas vantagens esta
justamente relacionada a esta
caracteristica, pois uma vez

Figura 1. Biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado.

(Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bioreaktor_quer2.jpg)
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funcionamento

Os biorreatores pneumaticos
sdo divididos em duas classes
basicas: biorreatores coluna

de bolhas (bubble column) e
biorreatores de circulagéo ou tipo
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airlift. De configuracdo bastante
simples, os biorreatores coluna
de bolhas correspondem a
uma dorna cilindrica, equipada
com um aspersor na sua base,
por onde um gas ou mistura
de gases sao injetados na
forma de bolhas em um liquido,
solugdo ou suspensao sodlido-
liquido (Figura 2a). Desta forma,
a dissolugcdo do gas na fase
liquida e a homogeneizagéo
do meio reacional séo
obtidas exclusivamente pelo
borbulhamento do gas injetado,
que escoa ascendentemente
devido a menor densidade,
arrastando consigo o liquido
e promovendo um movimento
aleatdrio do meio que promove a
mistura gas-liquido.

Os Dbiorreatores airlift sao
subdivididos ainda em duas
categorias, de acordo com a
posicdo relativa entre duas
importantes regides de
escoamento: as regides de
subida e descida.

. Airlift de circulacao
interna (ACI): mais comumente
utilizados. Nestes dispositivos
as regibes de subida e
descida  encontram-se  no
mesmo compartimento, sendo
separadas pela presenga de um
anteparo, cujo intuito é separar
0S canais para o escoamento
da dispersao gas-liquido. Entre
0os anteparos mais comuns
encontram-se  tubos  (draft-
tube) e placas, originando os
biorreatores denominados
airlift de tubos (ou cilindros)
concéntricos (ACC) (Figura
2b) e airlift split-cylinder (ASC)
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(Figura 2c), respectivamente.
Para o Dbiorreator ACC, o
borbulhamento de gas pode ser
realizado tanto na regido interna
do tubo quanto na regido anular.
. Airlift de  circulagao
externa (ACE): menos comuns.
Neste modelo as regides de
subida e descida encontram-
se em dutos distintos, ligados
por se¢des horizontais no
topo e na base. Devido a
geometria do separador gas-

liquido, geralmente um tubo
horizontal fechado ou um
reservatorio aberto, esses

biorreatores alcangam quase o
total desprendimento de gas no
topo, e consequentemente, uma
velocidade de circulagao superior
em comparagao aos biorreatores
ACIl. Logo, a maior velocidade
de liquido observada na regido
de subida leva a reducdo da
retencdo gasosa nesta regido,

implicando dessa forma, em uma
menor transferéncia de oxigénio
em comparagao aos biorreatores
ACI.

A principal diferenga entre
biorreatores coluna de bolhas
e airlift estd relacionada
ao escoamento do liquido:
enquanto o biorreator coluna de
bolhas apresenta um movimento
aleatdrio da fase liquida devido
ao escoamento ascendente de
gas, em reatores airlift verifica-se
um escoamento ciclico do fluido,
sendo por isso, designados
como reatores de circulagdo ou
loop reactors. Este escoamento
ocorre através de canais
especificamente projetados
para este propdsito tanto em
biorreatores airlift de circulacao
interna de cilindros concéntricos
(Figura 2b) quanto em airlift
split-cylinder (Figura 2c), que
sao divididos em quatro regides

Figura 2. Biorreatores pneumaticos mais comuns: (a) coluna de bolhas, (b) airlift de
cilindros concéntricos e (c) airlift split-cylinder.

(Fonte: Mendes, 2016)
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(Figura 3):

* Subida (riser): regido na qual
ocorre o borbulhamento de gas
no biorreator e por onde o fluido
escoa ascendentemente;

* Descida (downcomer): regiao
paralela ao riser, por onde o
fluido escoa descendentemente;

+ Topo ou separador gas-
liquido (gas-liquid separator ou
degassing zone): conexao no
topo do biorreator entre o riser
e o downcomer, na qual parte
da fase gasosa retida na fase
liquida se desprende;

» Base (bottom): ligagao entre
o riser e o downcomer pelo fundo
do reator.

O escoamento da fase liquida
em bioreatores airlift inicia-
se com a aspersdo de gas na
base do reator, localizada no
inicio do riser. Em seguida, a
dispersdo gas-liquido escoa
ascendentemente pelo riser, em
virtude da reducéo da densidade
do meio pela presenca de alta
quantidade de gas. Ao alcangar
0 separador gas-liquido no topo
do biorreator, parte do gas retido
na fase liquida se desprende,
aumentando a densidade e
levando a dispersdo a um
escoamento descendente pelo
downcomer. Apds a dispersao
percorrer o downcomer (caracte-
rizado por uma menor retengéo
gasosa em relagdo ao riser),
esta entrara na base do reator
novamente, reiniciando o circuito
de circulagao.

Deve-se salientar que tanto a
base quanto o separador gas-
liquido representam importantes
secbes em biorreatores airlift
devido a mudanga de direcéo
do escoamento verificada em

Figura 3. Regides de escoamento em biorreatores arlift de circulac¢éo interna: (a) airlift
de cilindros concéntricos e (b) airlift split-cylinder.

| SEPARADOR
' GAS-LIQUIDO |

————— i |
|

-r
I
7

i Rl = ";f -

1'%
o =
w

SUBIDA

DESCIDA
DESCIDA

|

|
|
b
e
e
S
St
gl
L5
2N
Al
v
far |
L A

|
it B
|

| BASE

1

(Fonte: Mendes, 2016)

ambas. Por se tratar de um
canal fechado, a base impoe
perda de carga ao escoamento,
ocasionando elevada dissipacao
de energia especifica. Por
outro lado, o topo proporciona
0 desprendimento parcial do
gas e, consequentemente, a
circulagdo do liquido, afetando
a retencdo gasosa global,
a velocidade de circulagio
do liquido e a transferéncia
de oxigénio. A combinagio
destes fenOmenos afeta a
forca motriz do escoamento
da fase liquida no interior
destes dispositivos. Portanto,
modificagbes no tamanho e
formato destas regides implicam
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em alteragbes na eficiéncia de
separagdo, retencdo gasosa
local, velocidade do liquido,
afetando consequentemente a
estrutura de escoamento global
do biorreator.

Em virtude das vantagens e de
sua versatilidade, pesquisas utili-
zando reatores pneumaticos vém
crescendo de forma sistematica
nas ultimas décadas, com uti-
lizagdo para uma ampla gama
de aplicacdes incluindo proces-
sos enzimaticos e fermentativos,
tratamento de aguas residuais,
cultivo de células animais e veg-
etais e como fotobiorreator para
cultura de microalgas e ciano-
bactérias.
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A Figura 4 apresenta dados
relativos a porcentagem de
artigos cientificos publicados
ao longo das ultimas décadas
relacionados com o emprego
de Dbiorreatores pneumaticos.
A pesquisa, que utilizou a base
de dados Web of Science,
identificou cerca de 2500 artigos
relacionados com o tema.
Verifica-se que a partir de 1991,
houve um aumento acentuado
na quantidade de trabalhos
cientificos, muito provavelmente
como efeito da publicacdo em
1989 do classico livro “Airlift
bioreactors” pelo pesquisador
Yusuf Chisti. Nesta obra, o
Professor  Chisti  sumarizou
uma grande quantidade de
informacées  publicadas na
forma de artigos cientificos,
contribuindo com uma boa
base de conhecimento para
futuras pesquisas no assunto,
além de identificar lacunas
ainda existentes nesta area de
pesquisa, cujo interesse continua
crescente até os dias atuais.

Historicamente, tem-se o relato
que o maior biorreator operado
em condicbes aerdbias é um
modelo airlift instalado na entéo
planta da Imperial Chemical
Industries (ICl) na cidade de
Billingham (Inglaterra) na
década de 1970 para producéo
de proteina unicelular. O
equipamento com cerca de 7 m
de didmetro, 60 m de altura e
volume de aproximadamente 2,7
milhées de litros aparece sendo
icado numa famosa fotografia
publicada em setembro de
1978 no periddico Chemical
Engineering News (Figura 5).
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Figura 4. Evolugao temporal da quantidade de publica¢@es cientificas relacionadas com

biorreatores pneumaticos.
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Principais parametros de
desempenho

Parametros hidrodindmicos
e de transferéncia de massa
tais como retengdo gasosa (g),
velocidade de circulacdo do
liquido, didmetro médio da bolha
(Dp) e coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (ki a)
sdo comumente utilizados na
avaliagdo do desempenho de
reatores pneumaticos, auxiliando
no projeto, operagao e variagao
de escala destes equipamentos.

Dentre todos os parametros
de desempenho de biorreatores,
a retencdo gasosa (g) € um
dos mais utilizados, uma vez
que além de facilidade da
medida, esta relacionada com
outras variaveis importantes
para a caracterizacdo destes
equipamentos. A  retencéo
gasosa € definida como a fragao
ou o percentual de volume de
gas presente numa dispersao
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1989: publicagao do livro
"Airlift Bioreactors" por
Yusuf Chisti

Periodos

gas-liquido  ou  gas-liquido-
sélido. Para o caso de um
sistema bifasico gas-liquido, a
retencdo gasosa global (gg) €
definida pela Equagdo 1, onde
Vg € o volume de gas presente
na dispersao gas-liquido, vi € o
volume de liquido na dispersao
que apresenta volume vp.

Vg Vg

E, =
g Ve + v Vp (1)

Em reatores airlift a
determinagdo das retengbes
gasosas parciais, ou seja, a
retencao gasosa no riser (er) e a
retencdo gasosa no downcomer
(ed) tém grande importancia,
visto que permitem uma melhor
compreensdo da hidrodinamica
destes biorreatores através da
determinacdo da forgca motriz
para a circulagdo do liquido,
definida como a diferenga entre
as retengbes gasosas (er-ed),



51':

Figura 5. O maior biorreator aerébio do mundo.

(Fonte: http://www.rpi.edu/dept/chem-eng/Biotech-Environ/FERMENT/largest.htm,
acesso em 17/06/2016)

das velocidades de circulacéo do
liquido e da perda de carga em
cada secao do equipamento. As
retencbes gasosas parciais (&i)
podem ser obtidas pelo método
manométrico, utilizando-se a
Equagéo 2, onde p_ e pg séo
as densidades das fases liquida
e gasosa, respectivamente, AP;
€ a diferenga de pressao entre
os dois pontos separados por
uma distancia vertical d e g é
a aceleragcdo da gravidade. O
subscrito “i” corresponde a regido
de medida, regiao de subida
(i=R) ou de descida (i=D).

Em bioprocessos aerdbios, o

P. AP
po—pc (pL—pc)-g-d (2)

principal objetivo em promover
agitacao e aeragao do sistema é
fornecer oxigénio em quantidade
suficiente  para  suprir as
necessidades metabdlicas das
células de forma a viabilizar
a biossintese de produtos de

interesse. Devido a importancia
deste nutriente para as células
aliado a sua baixa solubilidade,
estudos relacionados com a
avaliagdo da transferéncia de
oxigénio da fase gasosa para
0 meio liquido s&o cruciais
para o sucesso de inumeros
bioprocessos aerdbios.

Na interface gas-liquido, a
velocidade de transferéncia de
oxigénio (No2=np2'a) é descrita

em termos do coeficiente
volumétrico de transferéncia
de oxigénio (k a), produto

do coeficiente convectivo de
transferéncia de massa (k) e a
area interfacial de transferéncia
de massa (a), e da for¢ca motriz
para a transferéncia de oxigénio
que consiste da diferenga entre
a concentragao de saturacéo de
oxigénio no liquido em equilibrio
com a fase gasosa (Cg) e a
concentracdo de oxigénio no
seio do liquido (C), conforme a
Equacao 3.

Noz = ngaa =kpa-(C; —C)
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©)

A
transferéncia de massa (a) é
dada pela area total de troca de
massa, ou seja, a somatoria das
areas de todas as bolhas de gas
dividida pelo volume reacional
(Equacao 4).

area interfacial de

4)
a= Apoinas /Vreator

No entanto, ndo é possivel
obter XApghas Num biorreator.
Assim, pode-se quantificar a area
interfacial de troca de massa
em fungao da retengdo gasosa
global (eg) e do didmetro médio
das bolhas (Dp) pela Equagao
5, que assume bolhas de gas
esféricas.

6-59

a=——"—— ®)
DD . (1 - gg)

Visto que o ki a é a constante
de proporcionalidade entre a
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velocidade de transferéncia de oxigénio (No2) e a for¢ca motriz para a
transferéncia (Cs-C), a sua determinacao é imprescindivel de forma
a se quantificar a transferéncia de oxigénio nos diferentes modelos
e escalas de biorreatores, sob diferentes condi¢gdes de operagao e
assim atender a demanda de um determinado bioprocesso.

Para fins comparativos, a Figura 6 ilustra valores de ka e de
retencdo gasosa global (g,4) obtidos em trés modelos de biorreatores
pneumaticos (coluna de bolhas, airlift de cilindros concéntricos e airlift
split-cylinder) de 10 L de volume util em funcdo da vazao especifica
de alimentagéo de ar (¢ar=Q/V)iquido €M min") utilizando agua como
fase liquida. Observa-se comportamentos similares de €g e kL a em
funcdo de ¢4y, indicando uma forte correlagdo entre esses parametros.
Isso ocorre pelo fato de que a retengao gasosa promove o aumento
da area interfacial de transferéncia de massa (a), a qual compde o
produto ki -a. Portanto, a retengdo gasosa global (g,) se apresenta
como um parametro facilmente mensuravel para avaliar a capacidade
de transferéncia de massa gas-liquido em biorreatores pneumaticos.

Desenvolvimento de biorreatores pneumaticos no
DEQ/UFSCar

Em 2000, foi iniciada uma nova linha de pesquisa na Area de
Engenharia Bioquimica do Departamento de Engenharia Quimica
da UFSCar focada no desenvolvimento de biorreatores abordando
o “biorreator com uma operagao unitaria”, ou seja, um equipamento
adequado para o uso como biorreator deve atender quesitos ligados
as transferéncias de quantidade de movimento, calor e massa.
Com base na literatura, foram escolhidos critérios para avaliar o
desempenho desses equipamentos como tempos de circulagdo e

de mistura, retencdo gasosa,
coeficiente  volumétrico de
transferéncia de oxigénio (k a),
taxa de cisalhamento e consumo
de poténcia, entre outros, critérios
dependentes das condicdes de
operagcao e da geometria dos
equipamentos.

Como modelo de partida
foi escolhido o biorreator
pneumatico com seus diferentes
submodelos coluna de bolhas
e airlift de circulagdo interna
dos tipos cilindros concéntricos
e split. Embora ja conhecidos
da literatura em varios artigos
e apresentados e discutidos
no classico livro do Prof. Yusuf
Chisti, Airlift Bioreactors,
havia ainda espago para
modificagcbes em parametros
geomeétricos desses sistemas
e nos modelos de aspersores,
de modo a se melhorar os
critérios de desempenho desses
equipamentos. Na época nao
havia informacbes de grupos
de pesquisa nacionais atuando
no tema e poucos relatos de

Figura 6. Principais parametros de desempenho de biorreatores pneumaticos (g, e k .a) em func¢éo da vazéo especifica de alimentagéo
de ar (¢,,) em biorreatores pneuméticos operados com agua a 30°C: (a) retencdo gasosa global (gg) e (b) coeficiente volumétrico de

transferéncia de oxigénio (k.a) (Mendes, 2016).
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bancada
disponiveis,

equipamentos  de
comercialmente
mesmo no exterior.

Partiu-se de uma primeira
versdao do biorreator airlift de
cilindros concéntricos homemade,
construida na oficina mecanica
do DEQ/UFSCar em 2001, com
aeragao promovida por um anel
perfurado localizado na base do
espacgo anular do equipamento.
Nesse equipamento  foram
realizados os primeiros estudos
hidrodindmicos, avaliando a
influéncia de alguns parametros
geométricos na velocidade de
circulagdo de liquido, retencgao
gasosa e transferéncia de
oxigénio.

Na sequéncia foram iniciados
estudos relacionados com a
hidrodindmica e a transferéncia
de oxigénio emdiferentes escalas
de bancada de biorreatores airlift
com financiamento da Fundagéao
de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP).
Propbds-se o desenvolvimento e
a avaliagao de diferentes escalas
de bancada de biorreatores airlift
(2, 5 e 10 litros) visando estudos
de variagado de escala e analise
comparativa entre a produgéo
de antibidticos em biorreatores
nao convencionais deste género
e em biorreator convencional
disponivel comercialmente.
A otimizacdo das relagbes
geomeétricas e a proposta de um
novo modelo de aspersor tipo
cruzeta com orificios de didmetro
e espacamento adequados
melhorou sobremaneira o]
desempenho desses equipa-
mentos. Os resultados da
avaliagdo de critérios de
desempenho tendo como base

o coeficiente volumétrico de
transferéncia (k,a) superam
aqueles obtidos em biorreator
convencional tipo tanque agitado
disponivel comercialmente de
escala similar em condicdes
normais de operacdo. Tais
resultados levaram em 2004 a
solicitagdo do pedido de patente
de invencdao Pl 0404703-6
junto ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI)
intitulada “Biorreator pneumatico
de circulagdo interna e uso
do mesmo”, financiada pela
Fundacao de Apoio Institucional
ao Desenvolvimento Cientifico
e Tecnologico (FAI/UFSCar),
patente esta concedida em
dezembro/2014.

Em 2006, avaliando que o
sistema pneumatico poderia ter
uma maior versatilidade e, por-
tanto, um melhor apelo comer-
cial, foi proposto o desenvolvi-
mento de um sistema reacional
pneumatico multiuso, que com-
portaria numa mesma base trés
modelos de biorreatores, a sa-
ber, coluna de bolhas ou torre,
airlift de cilindros concéntricos e
airlift split-cylinder de 2, 5 e 10
L, respectivamente. No desen-
volvimento da proposta, foram
projetadas e construidas as es-
calas, bem como avaliadas as hi-
drodindmicas e as capacidades
de transferéncia de oxigénio das
mesmas, de forma a valida-las
como eficazes em cultivos de
bactérias e fungos filamentosos.

Frente aos resultados obtidos,
em abril/2007 foi solicitado o
pedido de patente de invencao
P10701608-5 junto ao Instituto
Nacional de Propriedade
Industrial (INPI) intitulada
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“Sistema reacional pneumatico e
uso do mesmo”, financiada pela
FAPESP dentro do Programa de
Apoio a Propriedade Intelectual
(PAPI/Nuplitec).

No mesmo ano, a empresa
“Tecnal Equipamentos para
Laboratoérios” obteve o licencia-
mento das patentes relacionadas
aos biorreatores pneumaticos.
Foi entdo elaborado um projeto
de cooperacgao técnica que teve
como objetivo a construgao e tes-
tes de desempenho dos modelos
de biorreatores comercializados
desde entdo pela empresa como
“BIORREATOR PNEUMATICO -
AIR LIFT".

A  fluidodindmica  compu-
tacional (Computational Fluid
Dynamics: CFD) vem sendo
também empregada na avaliagao
de biorreatores pneumaticos no
DEQ/UFSCar. Estudos estéo
sendo conduzidos objetivando
a obtencdo de modelos e
estratégias de simulagao que
representem a hidrodindmica e
a transferéncia de massa nesses
equipamentos. De posse destes
modelos, a proposi¢cdo de novas
configuragdes, scale-up e testes
acercadecondigdes operacionais
podem ser previamente
realizados utilizando simulacdo
computacional, evitando custos
de construgcdo de protétipos e
otimizando o tempo de projeto.
Os resultados obtidos até o
momento vém se apresentando
promissores nesse contexto.

Para ilustrar o uso de CFD no
desenvolvimento de biorreatores,
na Figura 8 s&o apresentados
contornos simulados para
a retencdo gasosa global
em diferentes modelos de
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biorreatores obtidos através de
CFD. E possivel observar como
a geometria do biorreator altera
a distribui¢cao de ar no interior do
equipamento. Estes resultados
foram obtidos utilizando a
abordagem Euler-Euler para o
escoamento multifasico, com
modelagem tridimensional em
uma malha de aproximadamente
500.000 células computacionais.
Nos ultimos anos os modelos
existentes de biorreatores
pneumaticos no DEQ/UFSCar
tém sido utilizados em diferentes
linhaspesquisacomonaprodugéo
de antibidticos & celulases por Figura 7. Sistema reacional pneumatico constituido por biorreator e periféricos (fluxo-
bactérias e fungos filamentosos, metro de massa e sistemas de controle de temperatura e de aquisicao de dados).
acido gliconico (giclonatos) a  (Fonte:Mendes, 2016)
partir de sacarose por sistema
multienzimatico e etanol por
fermentagdo extrativa. Ainda Gas hold-up
novos modelos de biorreatores Hm

0.56
airlift de circulagdo interna |33

com modificacdes nas suas | 04
geometrias vém sendo avaliados
e otimizados experimentalmente
e com o auxilio da ferramenta
de fluidodinamica computacional
(CFD:  Computational  Fluid
Dynamics) de modo a consolidar
a linha de pesquisa de
Projeto e Desenvolvimento de
Biorreatores. ®

f=3
B
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Figura 8. Previsdo da retencdo gasosa (Gés hold-up) em biorreatores pneuméticos
por fluidodindmica computacional (CFD): (a) coluna de bolhas, (b) airlift de cilindros
concéntricos e (c) airlift tipo split.

(Fonte: Rodriguez et al., 2015)
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O Encontro Brasileiro sobre
Adsorcao (EBA) caracteriza-se
como o Unico evento técnico-

cientifico realizado no Brasil
dedicado especificamente
a Adsorgao, nas suas

diversas aplicacbes, reunindo
pesquisadores, estudantes e
profissionais do setor industrial.
Este artigo tem o objetivo de
compartilhar o desenvolvimento
e a evolugcdo dos EBA ao longo
dos Uultimos vinte anos, desde
sua primeira edicdo em 1996.
Particularmente, o 11° EBA
representouummomentoespecial
para a comunidade “adsortiva”
do Brasil, com um retrospecto
da sua atuacido e contribuicbes
ao longo da sua histéria. E
notdrio o crescimento qualitativo
e quantitativo dos trabalhos
desenvolvidos e publicados como
consequéncia da evolugao desta
area no Brasil, especialmente
pelo favorecimento da integracao
e troca de informacbes entre
0s pesquisadores do pais e do
exterior.

O Encontro Brasileiro sobre
Adsorcédo (EBA) teve como
origem um curso sobre “Leito

Moével Simulado”, ministrado
pelo Prof. Dr. Alirio E. Rodrigues
(Universidade do Porto, Portugal)
em Fortaleza em dezembro de
1995. Naquela ocasiao, ja estava
programada para Julho de 1996
uma visita a Fortaleza do Prof. Dr.
Douglas Morris Ruthven, autor
do livro “Principles of Adsorption
and Adsorption Processes
(Wiley, 1984)”. Assim, sob a
lideranca dos professores Célio
Cavalcante e Diana Azevedo,
decidiu-se aproveitar a vinda do
Prof. Ruthven e promover um
“encontro” entre pesquisadores
da area, pertencentes a alguns
poucos grupos no Brasil, o

que originou o 1° Encontro
Brasileiro sobre  Adsorcao.
Como palestrantes plenarios,

foram convidados, além do Prof.
Ruthven, o Prof. Alirio Rodrigues
(Universidade do Porto, Portugal)
e o Prof. Marco Mazzotti
(Politécnico di Milano, Italia). Este
primeiro evento mostrou que a
iniciativa foi oportuna face ao
numero de participantes (cerca
de 100) e qualidade dos 58
trabalhos apresentados. Destes
trabalhos, 13 foram publicados
em edigao especial do Brazilian
Journal of Chemical Engineering
(vol. 14(3), 1997). Aproveitando
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a vinda destes especialistas ao
Brasil, foram também realizados
dois  minicursos em dias
anteriores ao evento, ministrados
pelos Profs. Ruthven e Mazzotti,
inaugurando assim uma novidade
em oferecimento de minicursos
aos estudantes e profissionais
que participavam do evento. A
grande ousadia da incorporagao
do ordinal “1°” ao nome mostrou-
se acertada, pois ndo so tivemos
0 2° EBA como os demais que
vieram para consolida-lo como o
grande evento da area no Brasil.
A organizacao do 2° EBA ficou
a cargo da Universidade Federal
da Santa Catarina, sendo sediado
em Florian6polis, em maio de
1998, tendo como coordenador
o Prof. Dr. Leonel Teixeira Pinto.
Esta segunda versdo mostrou um
crescimento acentuado, contando
com 65 trabalhos cientificos e
130 participantes. A comunidade
cientifica internacional
esteve representada pelos
conferencistas Dr. Hermant W.
Dandekar (UOP, lllinois, EUA) e
Prof.N.-H. Linda Wang (Purdue
University, Indiana, EUA).

O 3° EBA aconteceu em
Recife, em julho de 2000,
sob a responsabilidade da

Universidade Federal de



Pernambuco, coordenado
pelos Professores Dr. César
Augusto Moraes da Abreu, Dra.
Valdinete Lins da Silva e Dr.
Augusto Knoechelmann. Assim
como os EBA’s anteriores, este
evento reuniu, com sucesso,
cientistas, engenheiros, técnicos
e estudantes que apresentaram
70 trabalhos. O convidado
internacional foi o Prof. Bohumil
Volesky  (University  McGill,
Canada).

Em maio de 2002, ocorreu
no Rio de Janeiro o 4° EBA,
sob a responsabilidade do
Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro,
tendo como coordenador o
Prof. Dr. Gerson Luiz Vieira
Coelho. O Encontro contou
com pesquisadores de renome
nacionais e internacionais,
tendo a apresentagcdo de
80 trabalhos cientificos.
Representando a comunidade
cientifica internacional fizeram-
se presentes o Prof. James
Ritter (South Carolina University,
EUA), Dr. Jorg Thommes (IDEC
Pharmaceuticals, EUA) e o Prof.
Mietek Jaroniec (Kent State
University, EUA).

O 5° EBA ocorreu em Natal
em julho de 2004, sob a
responsabilidade do Prof.
Antbénio Souza de Araujo, do
Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Rio
Grande do Norte. O evento
contou com a participagao de
renomados conferencistas
como o Prof. Gino Baron (Vrije
Universitait Brussel, Bélgica e
editor da Revista Adsorption),
o Prof. Francisco Rodriguez-

Reinoso  (Universidade  de
Alicante, Espanha, e editor
da Revista Carbon) e o Prof.
M. Douglas LeVan (Vanderbilt
University, EUA). O evento foi
marcado também por um nimero
recorde de trabalhos cientificos
apresentados, ao todo, 116. Os
trabalhos que se destacaram
naquela ocasido foram enviados
para a Revista Adsorption, onde
9 artigos foram publicados em
edigao especial (vol. 11(2), 2005).

O 6° EBA ocorreu em Maringa,
no Parana, em agosto de 2006.
O evento teve a coordenacao
das professoras Maria Angélica
Simbées Dornelas de Barros e
Célia Regina Granhen Tavares,
organizado pelo Departamento
de Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de
Maringa. Esta edicdo também
contou com a participacao
de conferencistas de renome
internacional. Em particular, o
Prof. Douglas Morris Ruthven
(University of Maine, EUA)
esteve novamente presente.
Os professores Randall Snurr
(Northwestern University, EUA),
Francesco Veglio (Universitadegli
studi di I'Aquila, Italia), Carlos
Moreno Castilla (Universidad
de Granada, Espanha) e
Dr. Reiner Staudt (Institute
of non Classical Chemistry,
Alemanha) foram os demais
conferencistas estrangeiros
convidados. Neste EBA, foram
apresentados 107 trabalhos,
mostrando que o crescimento
do evento foi acompanhado
também pela transcendéncia
além das fronteiras do pais. Os
trabalhos que se destacaram
foram enviados para a Revista
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Adsorption Science & Technology,
onde foram publicados 13 artigos
em edicdo especial (vol. 25(9),
2007).

Para a realizacdo do 7° EBA,
foi escolhida a cidade paraibana
de Campina Grande, realizado
no més de junho de 2008. A
Poés-Graduagdo em Engenharia
de Processos da UFCG teve a
honra de organizar o evento,
tendo como Coordenadoras
as Professoras Odelsia Leonor
Sanchez de Alsina e Maria Wilma
de Carvalho. A conferéncia de
abertura foi realizada pelo Prof.
Douglas M.Ruthven (Universityof

Maine, EUA), o qual pode
ser considerado quase um
“sécio” do EBA, pelo seu apoio
e participagdo  constantes.
Destacaram-se ainda como
palestrantes convidados

internacionais o Prof. Giorgio
Zgrablich (Universidad Nacional
de San Luis, Argentina), o Prof.
Jean Rouquerol (Université
de Provence, Franga), o Prof.
Juan Carlos Moreno-Pirajan
(Universidad de Los Andes,
Colémbia),oDr.FriederDreisbach
(Rubotherm, Alemanha) e o Prof.
Jorg Karger (Universitat Leipzig,
Alemanha). O evento contou
com a apresentagdo de 149
trabalhos. Destaca-se que, nesta
ocasiao, realizou-se em paralelo
o | Simpdsio Sul-Americano sobre
Ciéncia e Tecnologia daAdsorcgao
e a | Escola Sul-Americana sobre
Adsorcdo, com recursos de Edital
PROSUL/2007.

A 82 edicdo do EBA, sob
a coordenacdo da Profa.
Meuris Gurgel Carlos da Silva
(UNICAMP) e do Prof. Marcelino
Luiz Gimenes (UEM), ocorreu
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dentro do Congresso Brasileiro
de Engenharia Quimica
(COBEQ 2010). Dois renomados
palestrantes internacionais
estiveram presentes  neste
EBA: Dr. Matthias Thommes
(Quantachrome, EUA) e a Profa.
Tereza Bandosz (CUNY, EUA).
Neste evento, a quantidade
de trabalhos diminuiu para 94,
haja vista muitos potenciais
trabalhos do EBA terem sido
apresentados no COBEQ. Em
Assembléia Geral realizada ao
final do evento concordou-se em
retornar ao formato anterior ja
que, como evento auténomo,
o EBA consegue focar mais
no seu tema e congregar mais
pesquisadores.

O 9° EBA voltou a ser sediado
em Recife em 2012, tendo como
coordenador o Prof. Mauricio
Alves da Motta Sobrinho da
Universidade Federal de
Pernambuco. Simultaneamente
ao 9° EBA, realizou-se o |
Simpésio Ibero-Americano
sobre Adsorgcao (IBA1), uma
reivindicacdo antiga de muitos
pesquisadores que atuam
em Ciéncia e Tecnologia da
Adsorgdo na regido e que se
reunem esporadicamente em
eventos de Catalise ou apenas
no encontro internacional
da area (Fundamentals of
Adsorption, FOA). A realizagdo
simultdnea dos eventos fez com
que houvesse uma participacéo
maciga de pesquisadores da
regido Ibero-latino-americana.
O evento contou com a
apresentacdo de 250 trabalhos.
Duas conferéncias plenarias
foram apresentadas pelo Prof.
Francisco  Rodriguez-Reinoso
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(Universidad de Alicante,
Espanha) e pelo Prof. Alirio
Rodrigues  (Universidade do
Porto, Portugal). Dezessete
conferéncias semi-plenarias
foram apresentadas por
renomados convidados
brasileiros e internacionais.

Foi publicado outra vez
um numero especial com
trabalhos selecionados na
revista Adsorption Science and
Technology (vol 30(8-9) 2012).

A 10% edicado do EBA foi
coordenada pelo Prof. Igor
Tadeu Lazzarotto Bresolin
da Universidade Federal de
Sao Paulo (UNIFESP), sendo
realizada em abril de 2014
no Guaruja. Contou com 228
trabalhos cientificos, dos quais
25 foram recomendados pelo
comité cientifico para que fossem
submetidos a edicbes especiais
das Revistas Adsorption
(vol. 20(8), 2014 e vol. 21(1),
2015) e Adsorption Science &
Technology (vol. 33(2), 2015). A
conferéncia de abertura tratou
dos processos de adsorcao
aplicados na produgdo de
biocombustiveis, sendo proferida
pelo Prof. Dr. Gino Baron (Vrije
Universiteit Brussels, Bélgica).
Estiveram  presentes como
conferencistas convidados
internacionais os professores
Alois  Jungbauer  (University
of Natural Resourses and Life
Sciences, Viena, Austria), Alirio
Egidio Rodrigues (Universidade
do Porto, Portugal), Abdelhamid
Sayari (University of Ottawa,
Canada), Juan Carlos Moreno-
Pirajan (Universidad de los
Andes, Bogota, Colémbia), Diego
Mantovani  (Université Laval,
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Quebec, Canada), Joaquin
Silvestre-Albero (Universidad de
Alicante, Espanha) e os Drs. Cyril
Leenhardt (Novasep Biopharma,
Franca) e Darren Broom (Hiden
Isochema Ltd, Inglaterra).
Finalmente, coroando os 20
anos deste importante evento,
foi realizado em Aracaju o 11°
EBA, que manteve algumas
caracteristicas tradicionais
dos EBA's anteriores, como
conferéncias  plenarias  por
pesquisadores renomados,
apresentacdo de trabalhos
convidados para as conferéncias
semi-plenarias, sessoes
técnicas orais e sessdes com
apresentacdo de pébsters e a
Escola de Adsorcdo. A Profa.

Odélsia Leonor Sanchez
de Alsina, da Universidade
Tiradentes  (UNIT) foi a

coordenadora geral e anfitria do
evento, que contou com um total
de 238 participantes. Convidados
internacionais estiveram
presentes e apresentaram
conferéncias plenarias: Dra.
Conchi Ania (Instituto Nacional
Del Carbdén, Espanha), Prof.
Bogdan Kuchta (Aix Marseille
Université, Franga), Prof. Karim
Sapag (Universidad de San
Luis, Argentina) e Prof. Alirio
Rodrigues  (Universidade de
Porto. Portugal).

Na Figura 1 estéo
apresentadas as fotos oficiais
do 1° e do 11° EBA. Podemos
notar a fidelizacdo no evento,
onde varias pessoas se fazem
presentes em ambas as fotos,
porém com 20 anos de “mais
experiéncia”’ na foto abaixo.



Nos EBA’s, o desenvolvimento de recursos humanos e o interesse
dos alunos de graduacgéo e pds-graduagao sao destacados, desde o
primeiro evento, pela realizagdo de uma Escola de Adsor¢do. Como
o préprio nome indica, aulas magistrais sobre aspectos do estado
da arte da adsorgao sao ministradas por pesquisadores brasileiros
e estrangeiros. A Escola de Adsorgdo consolidou-se a partir da
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Figura 1. Foto oficial com os participantes do 1° EBA em 1996 (acima) e 11° EBA em
2016 (abaixo).

realizacdo da | Escola Sul-Americana sobre Adsorcado do 7° EBA,
sendo definitivamente incorporada na programacao do EBA a partir
da 92 edicao em 2012.

Uma compilacdo da quantidade de trabalhos apresentados
em cada edicdo do EBA pode ser encontrada na Tabela 1.

Atualmente, ha 247 grupos de pesquisa cadastrados no Diretorio
dos Grupos de Pesquisa na Plataforma Lattes do CNPq com o termo
“Adsorcao”. Dos 158 Bolsistas de produtividade em pesquisa da
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area de Engenharia Quimica,
atualmente listados no site do
CNPq, cerca de 30 participam
usualmente dos EBA’s. Dos 179
projetos de pesquisa vigentes
na area de Engenharia Quimica
no CNPq, 10% tém o termo
“‘Adsorcao”. Fazendo a mesma
andlise em todas as areas,
encontram-se 128 projetos no
CNPg com o termo “Adsorgao”, o
equivalente a 1% do total.

Neste sentido, surge a
seguinte pergunta: E a producao
cientifica? Para respondé-la,
realizou-se uma consulta a Web
of Science, cujos resultados
estao apresentados na Tabela 2.
Separando o tempo em periodos
de 5 em 5 anos, utilizou-se
a palavra-chave Adsorption,
como topico combinando com
o endereg¢o Brazil (coluna 2) e
sem endere¢o nenhum (coluna
3). Uma nova busca foi feita
mantendo somente o endereco
Brazil (coluna 4), indicando
todos os trabalhos publicados
por brasileiros no periodo. As
colunas 5 e 6 indicam as razdes
entre as colunas 2/3 e 2/4,
respectivamente.

Comparando-se o0 espago de
tempo entre os periodos 2011-
2015 e 1991-1995, percebe-se
um crescimento da adsor¢ao no
Brasil de 13,7 vezes, enquanto
que no mundo este crescimento
foi de 3,6 vezes. No mesmo
espaco de tempo, observou-se
um crescimento de 8,6 vezes
nas publicacbes Dbrasileiras.
Como consequéncia disso, tem-
se observado uma abrangéncia
internacional crescente e
produtiva na area de adsorcao
devido, em grande parte, a
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Tabela 1. Avaliacao histérica quantitativa de trabalhos apresentados nos EBA’s

Edicao Ano Cidade Trabalhos
1 1996 Fortaleza/CE 58
2 1998 Floriandpolis/SC 65
3 2000 Recife/PE 70
4 2002 Rio de Janeiro/RJ 80
5 2004 Natal/RN 116
6 2006 Maringa/PR 107
7 2008 Campina Grande/PB 149
8 2010 Foz do Iguacu/PR 94
9 2012 Recife/PE 250
10 2014 Guaruja/sp 228
11 2016 Aracaju/SE 186

Tabela 2. Consulta a base Web of Science acerca da produgao cientifica brasileira e mundial na
area de adsorcao.

, “Adsorption” “Adsorption” “Tudo” Adforptlon Adsorption/Tudo
Periodo . ., | Brasil/Mundo .
no Brasil no Mundo no Brasil (%) no Brasil (%)
(]
1991-1995 196 33649 29142 0,58 0,67
1996-2000 539 45708 59899 1,18 0,90
2001-2005 1154 57919 96072 1,99 1,20
2006-2010 1989 83122 177155 2,39 1,12
2011-2015 2693 120161 250971 2,24 1,07

Fonte: Web of Science.

participacao de grupos brasileiros em eventos como os FOA (International Conference on Fundamentals
of Adsorption) e, desde 2012, o IBA (Iberoamericano de Adsorcion). Destaca-se, também, a existéncia
da IAS (International Adsorption Society) que apdia pesquisadores, empresas e organizacbes que
buscam promover ciéncia e tecnologia de adsor¢ao por meio da publicagédo de periddicos especializados
realizacao de eventos contribuindo com a difusao cientifica.

Os EBA’s possuem algumas caracteristicas peculiares, ou seja, suas “marcas registradas”. A primeira
delas é a alternancia de sedes entre as regides Norte/Nordeste e Sul/Sudeste. Em um pais de proporgoes
continentais como o Brasil, este formato permite que haja uma expressiva participagédo dos pesquisadores
e estudantes mais proximos a sede, o que mostra o quanto a rotatividade do local de realizagao do
congresso é valida e importante.

Na sessao de encerramento de cada EBA, ocorre a entrega do “Troféu Abacaxi’ para o coordenador
da préxima edigdo. E uma forma bem-humorada de mostrar a todos os participantes o quéo desafiador e
trabalhoso é a organizacédo de um evento cientificocomo o EBA. Ao longo dos anos, todos os coordenadores
que receberam o “Abacaxi”, o “descascaram” com muita habilidade e competéncia, promovendo eventos
memoraveis e de exceléncia.

Outra grande marca é o Adsorption Open, o ja tradicional torneio de ténis realizado com os participantes
do evento adeptos a esta modalidade esportiva. Ao longo destes 20 anos de EBA, o grande destaque
deste torneio é o Prof. César Costapinto Santana, pentacampedo do Adsorption Open, recebendo uma
grande homenagem em 2016 pelas suas memoraveis conquistas.
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Convite para o EBA 2018

Ao encerrar este artigo, convidamos a todos os
interessados a participarem do 12° EBA, que sera
realizado de 23 a 25 de abril de 2018 no centro

de eventos da Fundacéo de Apoio da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul (FAURGS), na a 72
belissima cidade de Gramado, na serra gaucha.

O evento sera organizado por quatro instituicoes 2018

gauchas (Universidade Federal de Santa Maria
- UFSM, Universidade Federal de Rio Grande -
FURG, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul - UFRGS, e Universidade de Passo Fundo - Agradecimentos
UPF), tendo como coordenador geral o Prof. Dr.
Guilherme Luiz Dotto (UFSM). Nos vemos em
Gramado em abril de 2018!

Os autores agradecem aos inumeros apoiadores
doeventoaolongo destesvinte anos, e, emespecial,
a ABEQ, pela oportunidade de publicarmos este
artigo na REBEQ. @

Jal ap

Universidade do Vale do Paraiba
UNIVERSIDADE DE VERDADE

Diligéncia em Ensino,
Pesquisa e Extensao.
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ARTIGO

XX SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS
- SINAFERM

X1 SEMINARIO DE HIDROLISE ENZIMATICA
DE BIOMASSAS - SHEB

01 a 04 de setembro de 2015
XX SINAFERM Hotel Praia Centro — Fabrica de Negocios,

rn1lessa]-!ezn% Fortaleza-CE-BR

Simpdsio Nacional de Bioprocessos (SINAFERM) é um tradicional evento bianual que reune

profissionais com diferentes formagdes e que atuam nas varias etapas dos bioprocessos. Sua

20a edigao foi realizada em 2015, no periodo de 01 a 04 de Setembro na Fabrica de Negdcios
em Fortaleza-CE. Organizado pela Universidade Federal do Ceara (Departamento de Engenharia de
Alimentos e Departamento de Engenharia Quimica) contou com a colaboragéo da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte (Departamento de Engenharia Quimica) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal); Universidade Federal de Pernambuco
(Departamento de Antibidticos) e Universidade Tirandentes (UNIT, Sergipe) além do tradicional apoio da
ABEQ.

Ao promover a apresentagdo dos ultimos avangos de pesquisas realizadas nas Universidades,
Institutos de Pesquisa e Empresas, esse evento promoveu interacées entre ciéncia e tecnologia na
area de bioprocessos, mostrando as diferentes perspectivas na abordagem dos problemas da area e
qualificando-a no que se refere a competéncia cientifica e tecnoldgica. Esse evento contribui assim para
divulgagado dos avancgos cientificos e tecnolégicos em Bioprocessos no pais € no mundo, estimulando
ainda o avango da inovagao em area estratégica do conhecimento. O evento teve por objetivo estimular
o surgimento de novas propostas e abordagens para o avango da biotecnologia industrial, promover o
intercambio de técnicas entre pesquisadores de instituicdbes de pesquisa e empresas, e fomentar novas

SHEB 2. Processos Fermentativos e Enzimaticos de Biomassas I (7 Por Ar ed
SHEB 1. Pré-tratamento e Fracionamento de Lignoceluldsicos s 37

Biorrefinaria: Biomoléculas e Biocombustiveis  m— 53

0
Biotecnologia Ambiental I 22!8 / 0
Recuperacdo e Purificac3o de Bioprodutos e 49 Proc. Microbiolagicos
Processos com Células de Organismos Superiores | 1

Processos Enzimaticos  EEG—_— ] 17 ] 9,4 %
Processos Microbiologicos I — ] 55
Modelagem, Instrumentacdo e Controle de Bioprocessos IR 26
Biotecnologia na Produgdo de Alimentos, Bebidas e Cosméticos  INEG—_—_————— 7]
Biotecnologia na Produgdo de Farmacos e 15
Biologia Molecular e Biologia de Sistemas Aplicadas a Bioprocessos - 16

Proc. Enzimdticos

0 50 100 150 200
Numero de Trabalhos

Figura 1 - Distribui¢&o dos trabalhos aprovados por area tematica no SINAFERM/SHEB 2015
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colaboracgdes entre cientistas, professores, alunos e profissionais que trabalham com Bioprocessos no
Brasil e pesquisadores de instituicdes internacionais de renome. As mesmas premissas se aplicam ao 11°
Seminario de Hidrélise Enzimatica de Biomassas, que enfoca Bioprocessos com énfase na utilizagdo de
biomassas e que foi realizado simultaneamente ao SINAFERM 2015. Foram apresentados no congresso
517 trabalhos distribuidos nas diversas areas do evento conforme a Figura 1.

O evento teve a participagdo de 480 congressistas. Nas categorias “professores/pesquisadores”
e “profissionais” incluem-se também os membros da comissdo organizadora e cientifica, demais
colaboradores, palestrantes e participantes convidados. As Figuras 2 e 3 mostram a distribuicdo por
categoria de inscricdo e por distribuicdo geografica, respectivamente. A abstencao foi extremamente
baixa: 100 % dos trabalhos orais e 94% dos pdsteres foram apresentados por seus autores, apenas 24
nao foram apresentados. A distribuicdo dos participantes € visualizada nas Figuras 2 e 3.

B Graduandos

m Norte
® Pés-graduandos B Nordeste
i Centro-Oeste
w Professores/Pesquisadores
m Sul
® Profissionais de Empresas ¥ Sudeste
Figura 2 - Distribuic&o por categoria de inscri¢do dos participantes Figura 3 - Distribui¢ao geografica dos participantes do SINA-

do SINAFERM/SHEB 2015 FERM/SHEB 2015

As principais atividades realizadas no evento estao relacionadas na Tabela 1.
Sina

CERIMONIA DE ABERTURA

O evento se iniciou com as boas vindas da
Presidente do Congresso, Profa. Dra. Sueli
Rodrigues, e da Diretora Presidente da
ABEQ, Maria Cristina Silveira Nascimento.
Em seguida, o Engenheiro Alberto Leite
Barbosa Belchior destacou a importancia
da CONFEA.

Ap6s a abertura oficial do Simpdsio, a
seguinte Palestra Magna foi preferida:

“STRATEGIES FOR BIOPROCESSES
INTENSIFCATION”

Prof. Dr. José Teixeira

CEB-Centro de Engenharia Bioldgica,
Universidade do Minho, Portugal

Apoés a palestra, a Comissao Organizadora homenageou as Professoras Raquel de Lima Camargo
Giordano (DEQ/UFSCar) e Gorete Ribeiro de Macedo (DEQ/UFRN), por sua contribuicdo a comunidade

Revista Brasileira de Engenharia Quimica | 1° quadrimestre 2016 www.abeg.org.br 11



e ao desenvolvimento de bioprocessos no pais. Ao término da Cerimbnia de Abertura, um coquetel foi
oferecido aos participantes. Seguem fotos desta sesséo.

s Lieioes BB FARcaes
Fresiipte Comit Crontifice
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CONFERENCIAS PLENARIAS

Nesta edicao do SINAFERM/SHEB, foram convidados para as conferéncias plenarias pesquisadores
lideres em temas de interesse. Procurou-se selecionar ndo sé nomes conhecidos no cenario mundial,
mas também pesquisadores brasileiros, que tem atuagao destacada na Pesquisa e Desenvolvimento na
area de Bioprocessos no Brasil. Segue um resumo das Conferéncias Plenarias apresentadas:

“INMOVILIZACION Y ESTABILIZACION DE ENZIMAS INDUSTRIALES: CIENCIA
O ARTE"

Dr. Benevides C. Pessela

Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion
CIAL-CSIC, Madrid-Espanha

“PROCESSOS INTEGRADOS DE PRODU(;AO E SEPARACAO DE ETANOL”
Dr. Renato Carrha Leitédo

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa
Embrapa Agroindustria Tropical - Brasil

“SYSTEM APPROACHES FOR BIOPROCESSES DEVELOPMENT”
Prof. Dr. José Gregorio Cabrera Gomez

Departamento de Microbiologia
Universidade de Sao Paulo - Brasil

“ OTIMIZAQAO DE PROCESSOS: DESENVOLVIMENTO DE UM SOFTWARE
ESTATISTICO PARA TRATAMENTO E INTERPRETACAO DE DADOS”

Maria Isabel Rodrigues

Protimiza — Brasil

“REMOCAO DE NUTRIENTES DE ESGOTO SANITARIO EM BIORREATORES”
Profa. Dra. Lourdinha Floréncio

Departamento de Engenharia Civil
Universidade Federal de Pernambuco - Brasil

“RECOMBINANT MONOCLONAL ANTIBODIES: CELL LINE GENERATION”
Dr. Ana Maria Moro

Instituto Butantan, Brasil

“TOWARDS INTEGRATED BIOREFINERIES FOR FUEL AND CHEMICAL
PRODUCTION"

Jochen Forster

Technical University of Denmark, Dinamarca
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“Opportunities and Challenges for Extraction Technology in Intensifying Bio-

based Product Manufacturing”
Prof. Dr. André de Haan

Delft University

“FERMENTATION TECHNOLOGY TRANSFER TO LARGE SCALE”
Saul Nitsche Rocha

Solazyme Inc — Estados Unidos

"QUiMIQA VERDE E BIOTECNOLOGIA BRANCA: VALORIZACAO
(BIO)QUIMICA SUSTENTAVEL”

Prof® Dr? Gisella Maria Zanin

Departamento de Engenharia Quimica
Universidade Estadual de Maringa - Brasil

DA

“TRENDS AND CHALLENGES IN THE BIOTECH PRODUCTION
FUNCTIONAL FOOD INGREDIENTS”

Profa. Dra. Ligia Rodrigues

CEB-Centro de Engenharia Biolégica
Universidade do Minho, Portugal

OF

“FROM THE CELL FACTORY TO THE BIOREFINERY: THE CHEMICAL
ENGINEERING SYSTEMS APPROACH APPLIED TO COMPLEX PROBLEMS IN

MICRO AND MACROSCALES”
Prof. Dr. Roberto de Campos Giordano

Departamento de Engenharia Quimica
Universidade Federal de Sao Carlos, Brasil
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EQ NA PALMA DA MAO

Os diferentes sistemas biologicos usados
na producao em larga escala de enzimas

recombinantes

Adriano R. Azzoni - Departamento de Engenharia Quimica da Escola Politécnica da USP.

Enzimas possuem inumeras
aplicagbes, que vao desde a
utilizacdo como biofarmacos,
producdo de alimentos, até
a hidrélise de biomassa na
producéao biocombustiveis.
Hoje, muitas dessas enzimas
sdo produzidas em larga escala
por microrganismos e células
modificadas geneticamente.
No entanto, o desenvolvimento
de processos de producdo de
enzimas recombinantes possui
dificuldades que sao inerentes
ao carater multidisciplinar e ainda
novo desses processos. Uma
dessas dificuldades diz respeito
a escolha do sistema biologico
de expressdo da enzima
recombinante, que impacta
diretamente no desenvolvimento
e viabilidade dos processos. O
intuito deste artigo é apresentar,
de forma resumida, alguns dos
principais  critérios  utilizados
nessa escolha.

Enzimas recombinantes
produzidas
industrialmente

Enzimas sdo, em geral,
proteinas com atividade catalitica
utilizadas pelo homem desde
tempos remotos, a principio na
modificagdo e conservagdo de

alimentos, como o queijo, o picles,
entre outros. Foram, ao longo dos
séculos, extraidas em pequenas
quantidades de plantas,
animais ou microrganismos que
naturalmente as produziam. Mas
foi apenas na segunda metade do
século passado que a producao
industrial de enzimas, tanto
nativas quanto recombinantes,
floresceu, em parte embasada
nos conhecimentos de
fermentacdo de microrganismos
em larga escala desenvolvidas
anteriormente para a produgio
de acetona e butanol e, no caso
das enzimas recombinantes,
também embasada nos avancos
da biologia molecular (Demain
e Vaishnav, 2009). Hoje, parte
consideravel das enzimas sao
produzidas industrialmente em
microrganismos recombinantes,
como a bactéria Escherichia
coli, a levedura Saccharomyces
cerevisiae e, no caso de proteinas
eenzimasfarmacéuticas,também
em células animais cultivadas
em biorreatores. No entanto,
a ciéncia ainda nos apresenta
muitos tipos de microrganismos,
células (oriundas de organismos

superiores), e até mesmo
plantas que, manipulados
geneticamente, oferecem
real potencial de aplicacio

Revista Brasileira de Engenharia Quimica | 1° quadrimestre 2016

na producdo de enzimas em
larga escala. Com todas essas
possibilidades, quais seriam
entdo os critérios que devem
nortear a escolha de um ou
outro “sistema biolégico” para a
producgao de determinada enzima
em larga escala, e quais seriam
0s possiveis impactos para a
viabilidade do processo a ser
desenvolvido? Finalmente, quais
profissionais deveria participar
dessa escolha?

A escolha do sistema
biologico de expressao

O primeiro critério a ser levado
em consideracao na escolha do
sistema de expressao dizrespeito
as caracteristicas da proteina ou
enzima a ser produzida, além
de sua aplicacdo ou finalidade.
Como regra geral, enzimas
que contém em sua estrutura
modificacbes  pds-traducionais
complexas, em especial
glicosilagdes, n&o podem ser
produzidas por microrganismos
bacterianos simples, como a
Escherichia coli. Ja leveduras
bastante conhecidas, como a
Saccharomyces cerevisiae e a
Pichia pastoris, além de fungos
filamentosos como o Trichoderma
reesei, sdo capazes de fazer
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grande parte das modificagbes

pos-traducionais  encontradas
em proteinas, inclusive
glicosilacdes. No entanto, o

padrdo de glicosilagdo, que diz
respeito a sequéncia e aos tipos
de carboidratos inseridos nha
proteina, costuma ser diferente
dos encontrados em mamiferos,
0 que pode inviabilizar seu
emprego na producdo de
proteinas farmacéuticas, devido
a alta imunogenicidade. Para
casos como esse, costuma-se
empregar células de mamifero
capazes de serem cultivadas
em biorreatores, como as CHO
(Chinese Hamster Ovary cells)
(Schmidt, 2004). Ainda assim,
mesmo nao sendo capazes de
“glicosilar”, bactérias como a
E. coli e o Bacillus subtilis sao
muitas vezes utilizadas pela
industria quando a enzima a
ser produzida nao possui esse
tipo de modificacdo, ou ainda,
quando essa modificacdo nao
€ essencial para a atividade
esperada.

Outro critério importantissimo
de escolha é o desempenho do
sistema bioldgico em condigbes
de crescimento em larga escala.
De nada adianta produzir
enzimas com a qualidade
esperada mas em quantidades e
custos incapazes de viabilizarem
economicamente a producao
em larga escala. A literatura
apresenta artigos cientificos,
inclusive revisdes, que podem
nos fornecer, ainda que de forma
parcial, informacbes sobre a
capacidade de varios sistemas,
incluindo velocidades especificas
de crescimento celular, fatores
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de conversédo de substrato a
célula ou produtos, além de
valores de produtividade. Nesse
quesito, a bactéria E. coli, além
das leveduras S. cerevisiae
e P. pastoris sdo candidatas
interessantes, em especial pelas
altas velocidades de crescimento,
robustez e altos rendimentos,
com necessidades nutricionais
mais simples que os de células
oriundas de organismos
superiores (Demain e Vaishnav,
2009). Também os fungos
filamentosos como o T. reesei sdo
interessantes, em especial para
a producéo de enzimas (nativas
e recombinantes) utilizadas
na hidrélise de biomassa
lignocelulésica em processos
de producao de biocombustiveis
(Nevalainen e Peterson, 2014).

Um outro critério importante
a ser considerado na escolha
do microrganismo ou célula
€ a capacidade de secretar
a enzima recombinante para
0 meio de cultivo durante o
processo de produgdo em
biorreator. Ao evitar-se, ao
final do cultivo, o rompimento
celular para a extracdo da
enzima acumulada, ao menos
duas operagdes unitarias do
processo de purificagcdo séao
evitadas (rompimento celular e
remoc¢ao dos debris celulares), o
que pode ter um grande impacto
sobre a viabilidade econbmica
do processo (Mergulhdo et
al., 2005). Nesse quesito, a
bactéria E. coli costuma ser
incapaz de secretar as proteinas
recombinantes produzidas, ou o
faz apenas de maneira parcial.

Finalmente, os sistemas de

Revista Brasileira de Engenharia Quimica | 1° quadrimestre 2016

expressao que ja sdo conhecidos
e empregados industrialmente
costumam ter vantagens no
momento da escolha, em
parte pelo conhecimento ja
adquirido e disponivel na
literatura, nas universidades, na
industria, e também pela pronta
disponibilidade de equipamentos
por parte de fornecedores, no
caso da implantagao do processo

industrial. Novos sistemas
de expressdo, ainda que
potencialmente interessantes

quando avaliados pelos critérios
apresentados acima, podem
ser preteridos por este ultimo
critério, em especial na industria
farmacéutica, onde as normas
de certificacdo de processos
e produtos pelas agéncias
reguladoras sdo muito exigentes.

De quem é a escolha?

O desenvolvimento de um

processo de produgao de
enzimas recombinantes em
larga escala envolve, além

de um amplo conhecimento
do sistema  biolégico de
expressdao, o conhecimento
necessario ao desenvolvimento
de bioprocessos em larga
escala. A esses devem se
somar conhecimentos relativos
aos métodos analiticos, além
de aspectos regulatérios e de
mercado. Tratam-se, portanto,
de projetos multidisciplinares,
onde engenheiros quimicos ou
bioquimicos precisam interagir
e compartilhar conhecimentos
com  bidlogos  moleculares,
microbiologistas, quimicos,
farmacéuticos e/ou engenheiros
de alimentos, além de outros



profissionais. Nesse contexto, o mais amplo compartiihamento de conhecimentos entre professores,
alunos e profissionais da industria, ainda durante os cursos de graduacdo, é imprescindivel para a

formacao dos novos profissionais que atuam na area.
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Tabela 1: Potencial de utilizacdo em larga escala de alguns diferentes sistemas de expressao de

enzimas recombinantes.

Sistema de expressao Modificacdo Produtividade Qualidade da
genética*® enzima**

E. coli ++++ b ++

S. cerevisiae ++++ +++ +++

T. reesei ++ +++ +++

Células CHO ++ ++ ++++

Milho transgénico + ++++ S+

Legenda: (++++) = 6timo; (+++) = bom; (++) = regular; (+) = ruim. * Facilidade de obtengdo de clones com alta produtividade. **

Qualidade em termos de enovelamento correto e modificagdes pds-traducionais.
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