Aula 12 - Visao Geral do Downstream e
Separacao Solido-Liquido

Desvendando o Downstream: A Jornada da Pureza em Bioprocessos

Bem-vindos a Aula 12 do nosso Curso de Desenvolvimento de Bioprocessos! Se vocé ja se perguntou como
um medicamento bioldgico, uma enzima industrial ou até mesmo um aditivo alimentar chegam a sua forma
final, pura e segura, esta aula é para vocé. Apos a fase de producao, onde microrganismos ou células
cultivadas em biorreatores geram o produto de interesse, surge um desafio crucial: como separar o que
queremos do vasto "caldo" de impurezas?

E aqui que entra o , a etapa que transforma uma mistura complexa em um produto final de alta
qualidade. Compreender o downstream nao € apenas uma exigéncia académica; € uma habilidade vital para
qualquer profissional que atue ou deseje atuar na industria de bioprocessos.



A Esséncia do Downstream: Mais que uma
Etapa, um Desafio

Imagine que vocé passou semanas cultivando um microrganismo especial em um biorreator, e ele finalmente
produziu a molécula que vocé tanto queria — talvez uma nova vacina, uma enzima para a industria de
alimentos ou um biofarmacéutico. O biorreator esta cheio de um liquido que contém nao apenas o seu
produto valioso, mas também as células que o produziram, restos de nutrientes, subprodutos metabdlicos e
uma infinidade de outras impurezas. Como vocé separa o "ouro" dessa "mina"?

[J E exatamente essa a missdo do downstream, também conhecido como recuperacao e purificacao.
Esta fase do bioprocesso comeca apds a fermentacao ou o cultivo celular e é responsavel por isolar,
purificar e concentrar o produto de interesse.

Apesar de sua importancia critica, o downstream € frequentemente a etapa mais complexa e custosa de todo
o bioprocesso. Estima-se que ele possa representar entre 50% e 80% dos custos totais de producao de um
biofarmaco.

Pense no downstream como a etapa de refino de um minério precioso. Vocé extrai o minério bruto da terra (o
"caldo" do biorreator), mas ele esta misturado com rochas, terra e outros elementos. O processo de refino (o
downstream) é o que vai, passo a passo, removendo as impurezas até que vocé tenha o metal puro e valioso.



O Custo da Pureza: Por Que o Downstream
é Tao Critico?
A discussao sobre o downstream muitas vezes se concentra em sua complexidade técnica, mas € impossivel

ignorar o impacto econémico dessa fase. Por que, afinal, o downstream consome uma fatia tao grande do
orcamento de um bioprocesso?

Equipamentos Reagentes Caros Validacao Rigorosa
Especializados Resinas de cromatografia, que Cada etapa precisa ser
Cromatografos, centrifugas de precisam ser regeneradas ou validada, adicionando
grande porte e sistemas de descartadas, além de outros camadas de complexidade e
filtracdo de membrana insumos especializados Ccusto ao processo

representam altos custos de
capital

Imagine que vocé esta construindo um carro de luxo. A fabricacao do motor (o upstream) é complexa, mas a
montagem final, os acabamentos, os testes de seguranca e a garantia de que cada componente é perfeito (o
downstream) sao o que realmente elevam o custo e o valor percebido.

A busca pela pureza maxima, portanto, nao é apenas um ideal cientifico, mas uma necessidade comercial e
regulatoria. Um downstream bem projetado e otimizado pode significar a diferenca entre um produto que
chega ao mercado e um que permanece na bancada do laboratério.



As Quatro Estacoes do Downstream: Um
Roteiro para a Pureza

Para desmistificar o downstream, podemos visualiza-lo como uma jornada dividida em quatro grandes
"estacdes" ou etapas, cada uma com um objetivo especifico na busca pela pureza do produto.

01 02

Remocao de Células e Sdlidos Concentracao

Separar a fase liquida, que contém o produto, da fase Apds a remocao das células, o produto ainda pode

solida. Como coar um suco de frutas caseiro: vocé estar em uma solugao muito diluida. E necessario

quer o liquido, ndo os pedacos de fruta ou sementes. concentrar o produto para tornar as etapas
subsequentes mais eficientes.

03 04

Purificacao Polimento

A fase mais seletiva e desafiadora. O objetivo é Esta etapa visa atingir a pureza final exigida para o
remover as impurezas remanescentes que tém produto, removendo tragos minimos de impurezas e
propriedades fisico-quimicas semelhantes as do garantindo a estabilidade e a seguranca.

produto.



Separacao Primaria: O Primeiro Grande
Peneiro

Apos a fase de fermentacao, o primeiro grande desafio no downstream é separar as células (ou restos
celulares) do caldo de cultura que contém o produto de interesse. Esta etapa, conhecida como separacao
primaria, é fundamental porque o caldo bruto € uma mistura complexa e heterogénea.

Imagine que vocé esta preparando um café coado. Depois de
passar a agua pelo pd, vocé tem uma mistura de café liquido e () Tecnologias Principais
0 pO umido. A separacao primaria € como coar esse café: vocé

: . . : . e Centrifugacao
quer o liquido (o café pronto) e precisa se livrar do po (as ga¢

células ou solidos). ¢ Filtracao por membranas

S ] . o Microfiltragao
Uma separacao primaria eficiente é crucial para as etapas _ i
. , . o Ultrafiltracao
subsequentes, pois a presenca de particulas solidas pode
entupir filtros, contaminar resinas de purificacao e reduzir a

eficacia de todo o processo.

A eficacia da separacao primaria impacta diretamente o rendimento e a economia do processo downstream.
Uma separacao incompleta pode levar a perda de produto ou a necessidade de etapas de purificacao mais
intensas e caras adiante.



Centrifugacao: A Forca que Separa

Entre as técnicas de separacao primaria, a centrifugacao se destaca pela sua capacidade de separar
particulas solidas de um liqguido com base em suas diferencas de densidade e tamanho.

Pense em uma maquina de lavar roupas no ciclo de centrifugacao. A agua € "expulsa" das roupas pela forca
centrifuga, deixando-as quase secas. No contexto dos bioprocessos, essa mesma forca € usada para
"empurrar" as células para o fundo de um recipiente ou para as paredes de um rotor, separando-as do caldo
de cultura.

Centrifugas de Bacia Tubular

Ideais para separacao de particulas finas e em
volumes menores, operam em batelada ou
continuo.

Centrifugas de Camara Multipla

Usadas para separar sélidos de liquidos em
volumes maiores, com camaras que acumulam
os solidos.

Centrifugas de Disco

Muito comuns em escala industrial, possuem
uma série de discos conicos que aumentam a
area de sedimentacao.

Decantadores (Decanters)

Utilizados para separar grandes volumes de
suspensdes com alta concentracao de solidos.



Microfiltracao e Ultrafiltracao: A Precisao
das Membranas

Enquanto a centrifugacao usa a forca da gravidade amplificada, a filtracao por membranas emprega uma
barreira fisica com poros de tamanho controlado para separar particulas com base em seu tamanho.

Microfiltracao (MF) Ultrafiltracao (UF)
e Poros: 0,1a 10 micrémetros e Poros: 0,001a 0,1 micrémetros
e Retém: células bacterianas, leveduras, esporos e Retém: macromoléculas, proteinas, virus
e Aplicacao: clarificacao de caldos e Aplicacao: concentracao de proteinas
Conceito Ambito/Aplicacao Base/Origem Exemplo
Microfiltracao Remocao de células, Membranas com poros Clarificacao de caldos
bactérias, particulas de 0,1a 10 pum de fermentacao
maiores
Ultrafiltracao Concentracao de Membranas com poros Concentracao de
proteinas, remocao de de 0,00Ta 0,1 um anticorpos
virus/macromoléculas (MWCO) monoclonais

Uma técnica comum em ambas é a filtracao de fluxo tangencial (TFF), onde a solucao flui paralelamente a
superficie da membrana, minimizando o acumulo de particulas e o entupimento (fouling).



Equipamentos de Separacao Primaria em
Detalhe

A escolha e o dimensionamento dos equipamentos de separacao primaria sao decisdes cruciais que
impactam a eficiéncia, o custo e a escalabilidade de todo o processo downstream.

Centrifugas

Design: Operacao continua com sistemas
automatizados

Materiais: Aco inoxidavel de alta qualidade
(GMP)

Escalabilidade: Capacidades volumétricas e
forcas G maiores

Limpeza: Sistemas CIP/SIP integrados

Sistemas de Filtracao

Modulos: Placas e quadros, fibras ocas,
espiralados

Bombas: Peristalticas ou de diafragma
Durabilidade: Polimeros robustos ou ceramica

Monitoramento: Sensores de pressao, fluxo e
turbidez

A escolha entre centrifugacao e filtracao, ou a combinacao de ambas, € uma decisao de engenharia de
processo. Por exemplo, para caldos com alta concentracao de células pequenas e frageis, a centrifugacao de
disco pode ser preferivel. Para caldos com baixa concentracao de soélidos ou para remover particulas muito
finas, a microfiltracdo pode ser mais adequada.



Principios de Operacao: Maximizando a
Eficiencia

Operar equipamentos de separacao primaria de forma eficiente nao é apenas ligar e desligar. Envolve a
compreensao e o controle de diversos parametros que afetam diretamente o desempenho do processo.

b

Fluxo (Flow Rate) 8
Na filtragcao, o fluxo de alimentacao

determina o tempo de residéncia e impacta a
eficiéncia da separacao. Um fluxo muito alto

pode levar ao entupimento rapido da

membrana.

Velocidade de Rotacao @f
Na centrifugacao, a velocidade determina a

forca G aplicada. Uma forca maior resulta em
separacao mais rapida, mas pode causar

cisalhamento excessivo.

Desafio Principal: Fouling

Pressao (Pressure)

A pressao transmembrana (TMP) é a forca
motriz na filtracdo. Controlar a TMP é vital
para evitar o entupimento e otimizar a taxa de
permeado.

Temperatura

Afeta a viscosidade do liquido e a
estabilidade do produto. Temperaturas mais
altas facilitam a separacao, mas podem
degradar produtos sensiveis.

Um dos maiores desafios na filtracao é o fouling, ou entupimento da membrana. Estratégias para
mitigar incluem filtracao de fluxo tangencial (TFF), pré-tratamentos do caldo e ciclos regulares de

limpeza.



Tendéncia 1: Tecnhologia Analitica de
Processo (PAT) no Downstream

A industria de bioprocessos esta em constante evolucao, e uma das tendéncias mais impactantes para o
downstream é a adocao da Tecnologia Analitica de Processo (PAT).

Imagine que vocé esta assando um bolo. Tradicionalmente, vocé segue a receita, coloca no forno e so
descobre se deu certo depois que ele esta pronto. Com a PAT, € como se vocé tivesse sensores dentro do
forno e na massa, medindo a temperatura interna, a umidade, a consisténcia em tempo real.

|~ &

Concentracao de Produto Pureza

Sensores opticos ou espectroscopicos monitoram HPLC ou espectrometria de massa adaptadas para

a quantidade de proteina em diferentes etapas monitoramento online, detectando impurezas em
tempo real

pH e Condutividade Turbidez

Parametros essenciais para a performance de Indicador de presenca de particulas ou células,

membranas e resinas de cromatografia crucial na separacao primaria

A implementacao da PAT no downstream permite que os operadores e engenheiros tomem decisdes
informadas em tempo real, otimizando as condicdes de operacao, minimizando perdas de produto e
garantindo uma qualidade consistente do produto final.



Tendencia 2: Bioprocessos 4.0 e aEra
Digital

A revolucao industrial 4.0, caracterizada pela digitalizacao e automacao, nao deixou de lado a industria de
bioprocessos. Os Bioprocessos 4.0 representam a integracao de tecnologias avancadas como automacao,
modelagem matematica, simulacao e inteligéncia artificial (I1A).

Imagine que sua fabrica de bioprodutos nao é apenas um conjunto de maquinas, mas um organismo
inteligente. Cada equipamento "conversa" com o outro, dados sao coletados em tempo real, e algoritmos de
IA analisam esses dados para prever problemas e otimizar processos.

Automacao Avancada Modelagem e Simulacao

Robés e sistemas automatizados manipulam Modelos matematicos complexos preveem o
amostras, carregam e descarregam comportamento de equipamentos sob diferentes
equipamentos, reduzindo intervencao humana e condicoes, permitindo otimizacao virtual.

riscos.

Inteligéncia Artificial Controle Preditivo

Algoritmos de IA analisam grandes volumes de Sistemas preveem problemas e ajustam

dados para identificar padrdes, prever falhas e condicoes proativamente, garantindo operacao

desenvolver novas estratégias. no pico de eficiéncia.



Tendéncia 3: Sistemas de Uso Unico
(Single-Use Systems) na Purificacao

Uma das tendéncias mais visiveis e impactantes na industria de bioprocessos é a crescente adocao de
Sistemas de Uso Unico (Single-Use Systems - SUS).

Imagine que, em vez de limpar e esterilizar cuidadosamente cada becker, tubo e filtro apos cada uso, vocé
simplesmente os descarta e usa um novo para o proximo lote. Essa é a esséncia dos SUS.

Sistema Vantagens Desvantagens
Reutilizaveis Durabilidade, menor descarte, Altos custos de CIP/SIP, maior risco de
escalabilidade para grandes volumes contaminacao cruzada, menos
flexibilidade
Uso Unico Flexibilidade, reducao de custos Geracao de residuos, preocupacao
operacionais (CIP/SIP), menor risco de com leachables, limitacdes de escala

contaminacao

Flexibilidade e Reducao de Custos Minimizacao de

Agilidade Operacionais Contaminacao

Permitem a rapida mudanca Economia com agua de alta Cruzada

entre diferentes produtos pureza, energia para Como cada componente €

ou lotes, sem longos ciclos esterilizacao, produtos novo e pre-esterilizado, o

de limpeza e validacao. quimicos de limpeza e risco de contaminacao
tempo de inatividade. entre lotes é drasticamente

reduzido.



Desafios e Oportunidades no Downstream
Moderno

Apesar de todas as inovacdes e avancos tecnologicos, o downstream continua sendo o "calcanhar de

Aquiles" de muitos bioprocessos. Os desafios sao intrinsecos a natureza dos produtos bioldgicos e a

complexidade das misturas de onde eles precisam ser isolados.

Principais Desafios

Complexidade dos produtos bioldgicos:
Moléculas grandes, frageis e sensiveis

Escalabilidade: Dificuldade de replicar
processos de bancada em escala industrial

Custos elevados: Equipamentos especializados
e reagentes caros

Pureza exigida: Padrbes regulatorios rigorosos

Oportunidades de Inovacao

Reduzir Custos: Otimizando uso de reagentes e
energia

Aumentar o Rendimento: Minimizando perdas
de produto

Melhorar a Qualidade: Garantindo pureza
consistente

Acelerar o Desenvolvimento: Processos mais
preditivos

Aumentar a Flexibilidade: Adaptacao rapida as
demandas

O futuro do downstream € promissor, com a convergéncia de biologia, engenharia e ciéncia de dados. A

capacidade de inovar e adaptar-se a esses desafios sera o que definira os lideres na industria de

bioprocessos nas proximas décadas.



Conectando os Pontos: Downstreameo
Sucesso do Produto Biologico

Chegamos ao final da nossa exploracao sobre a visao geral do downstream e as técnicas de separacao
soélido-liquido. Vimos que o downstream nao € apenas uma série de etapas técnicas, mas uma jornada critica
e complexa que transforma um caldo de cultura bruto em um produto bioldgico puro, seguro e eficaz.

Pureza e Seguranca

Aspectos inegociaveis,
especialmente para produtos
farmacéuticos

Inovacoes

PAT, Bioprocessos 4.0 e SUS
moldando o futuro

(J Em pratica:

Etapas Tipicas

Remocao de células,
concentracao, purificacao e
polimento

Separacao Primaria

Centrifugacao e filtracao por
membranas como primeiros
"peneiros"

e Sempre considere a pureza e a seguranca como prioridades maximas no design do downstream

e Avalie cuidadosamente as caracteristicas do seu produto e das impurezas para escolher as

técnicas mais adequadas

e Esteja atento as inovacdes tecnoldgicas (PAT, Bioprocessos 4.0, SUS) para otimizar seus

processos

e Lembre-se que a eficiéncia da separacao primaria impacta todas as etapas subsequentes



CONSOLIDACAO

Chegamos ao fim da nossa jornada pela visao geral do downstream e as técnicas de separacao solido-liquido.

Percorremos desde a importancia estratégica e os desafios inerentes a essa fase crucial dos bioprocessos
até as tecnologias fundamentais como a centrifugacao e a filtracao por membranas.

Fundamentos

Vimos como a busca pela pureza e a viabilidade
econdmica impulsionam a inovagao no

downstream
Tecnologias
Exploramos centrifugacao e filtracao por
membranas como técnicas fundamentais de
separacao primaria
Inovacoes

Descobrimos como PAT, Bioprocessos 4.0 e SUS
estao redefinindo a purificacao de produtos
bioldgicos

Aplicacao

Compreendemos que o downstream € essencial
para garantir qualidade, seguranca e viabilidade
de qualquer bioproduto

(J Em pratica:

e A escolha da técnica de separacao primaria deve sempre considerar a natureza do produto e das
ceélulas

e A otimizacao dos parametros operacionais € crucial para a eficiéncia e economia dos processos
e Aintegracao de tecnologias como PAT e Bioprocessos 4.0 permite um controle mais robusto
« Sistemas de Uso Unico oferecem flexibilidade e reduzem riscos em muitas aplicacées

e O downstream é um campo dinamico, exigindo atualizacao constante sobre novas tecnologias

Autoavaliacao

Qual das seguintes opcdes melhor descreve a principal razdo pela qual o downstream é considerado a
etapa mais custosa de um bioprocesso?

a) O alto custo dos biorreatores e meios de cultura.

b) A complexidade e o alto custo dos equipamentos de purificacao e a necessidade de alta pureza do
produto final.

c) A mao de obra nao qualificada envolvida na operacao dos equipamentos.

d) O tempo excessivo gasto na fase de fermentacao.

. A Tecnologia Analitica de Processo (PAT) no downstream tem como principal objetivo:

a) Aumentar o volume de producao de bioprodutos.

b) Reduzir a necessidade de validacao regulatoria dos processos.

c) Permitir o monitoramento e controle em tempo real, garantindo a qualidade desde o design do processo.
d) Substituir completamente as etapas de purificacdo por métodos analiticos.

. Qual das seguintes técnicas de separacao primaria € mais adequada para remover células bacterianas de
um caldo de fermentacao com base na diferenca de densidade?

a) Ultrafiltracao

b) Cromatografia de troca idnica

c) Centrifugacao

d) Liofilizacao

. Os Sistemas de Uso Unico (Single-Use Systems - SUS) sdo amplamente adotados no downstream devido
a vantagens como:

a) Reducao drastica da geracao de residuos plasticos.

b) Eliminacao completa da necessidade de validacao de processo.

c) Maior flexibilidade, reducao de custos operacionais com limpeza e menor risco de contaminacao
cruzada.

d) Capacidade de processar volumes ilimitados de caldo de cultura.

Explique a diferenca fundamental entre microfiltracao e ultrafiltracao em termos de tamanho de poros e o
tipo de particulas que cada uma é capaz de reter.



Gabarito

1 Resposta:b) 2 Resposta:c)
A complexidade e o alto custo dos A PAT permite o monitoramento e controle em
equipamentos de purificacao e a necessidade tempo real, garantindo a qualidade desde o
de alta pureza do produto final sdo os design do processo, seguindo o conceito de
principais fatores que tornam o downstream a Quality by Design.

etapa mais custosa.

3 Resposta: c) 4 Resposta: c)
A centrifugacao € a técnica mais adequada Os SUS oferecem maior flexibilidade, reducao
para remover células bacterianas com base na de custos operacionais com limpeza (CIP/SIP)
diferenca de densidade, utilizando forca e menor risco de contaminacao cruzada.
centrifuga.

[ Resposta5:

A microfiltracao utiliza membranas com poros maiores (0,1 a 10 micrometros) e € usada
principalmente para reter células bacterianas, leveduras e particulas maiores em suspensao,
clarificando o caldo. A ultrafiltracao, por sua vez, possui poros muito menores (0,001 a 0,1
micrémetros ou baseada em peso molecular de corte) e é capaz de reter macromoléculas como
proteinas grandes, virus e coloides, sendo ideal para concentracao de produtos e remocao de
impurezas de alto peso molecular.



Proximos Passos e Recursos

Proxima Aula: Aula13

Rompimento Celular para Produtos Intracelulares

Na proxima aula, exploraremos o que fazer quando o produto de interesse esta dentro da célula, exigindo
etapas adicionais de rompimento celular antes da purificacao.

Recursos Adicionais

= Livros Artigos Cientificos = Associacoes
"Bioprocess Engineering Pesquise por "downstream Profissionais

Principles" de Pauline M. processing trends" em ISPE (International Society
Doran - Para aprofundamento bases de dados como for Pharmaceutical

em principios de engenharia PubMed ou ScienceDirect Engineering) - Para normas e
de bioprocessos para as ultimas inovacdes boas praticas da industria

[)' NOTA IMPORTANTE: As informacdes regulatérias/legais/técnicas desta aula estdo atualizadas até
2025. Consulte sempre fontes oficiais para verificar alteracoées.



