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RESUMO 

 

Os anticorpos monoclonais (mAbs) são biomoléculas que se tornaram fundamentais em 

diversas áreas de estudo, sendo capazes de reconhecer analitos em uma mistura complexa e, 

desta forma, contribuir em dispositivos de detecção e diagnóstico médico, como os testes 

imunodiagnósticos rápidos. Estes testes utilizam, como um de seus reagentes de captura, 

anticorpos do tipo anti-IgG humana que atuam no processo de detecção de IgG policlonal no 

sangue de indivíduos humanos. Neste sentido, este trabalho teve como finalidade estudar a 

técnica de precipitação com polietilenoglicol (PEG) e ZnCl2 como alternativa não-

cromatográfica de captura para mAbs de aplicações não-terapêuticas, porém que ainda 

requerem alto grau de pureza, tal como os utilizados em testes imunodiagnósticos. Os 

experimentos foram conduzidos utilizando PEG de diferentes massas moleculares e 

concentrações (4000 e 6000 g mol-1, variando de 0 a 16% m/v) e ZnCl2 (0 a 16 mmol L-1) 

como agentes precipitantes para mAbs IgG1 de camundongo do tipo anti-IgG humana 

provenientes de sobrenadante de cultura celular de hibridomas, determinando-se suas curvas 

de solubilidade e as condições mais promissoras para precipitação em batelada, além de 

otimizar a etapa de ressuspensão e realizar uma análise de viscosidade para os anticorpos 

ressuspensos. A concentração de anticorpos foi avaliada por cromatografia de afinidade 

analítica com proteína A imobilizada em matriz sólida e em eluição gradiente em HPLC 

(High Performance Liquid Chromatography), estimando-se a pureza dos precipitados por 

cromatografia por exclusão de tamanho em eluição isocrática, também em HPLC. Os 

experimentos resultaram na obtenção de um precipitado com rendimento de 100% e pureza de 

15% (obtido por precipitação com PEG6000 14%) e de um precipitado de 100% de 

rendimento e 59% de pureza (obtido por precipitação com PEG6000 12% combinado com 

ZnCl2 3 mmol L-1). A análise de viscosidade indicou que a combinação de PEG6000 e ZnCl2 

como agentes precipitantes não permitiu uma redução da viscosidade dinâmica do 

sobrenadante de precipitação (5,96 mPa s) quando comparado ao sobrenadante obtido com 

apenas PEG6000 (5,71 mPa s), embora tenha resultado em um precipitado com viscosidade 

menor (2,41 mPa s) que a do sobrenadante. Visto que a pureza máxima obtida foi de cerca de 

60%, para que os mAbs se tornem elegíveis para a aplicação mencionada (pureza mínima de 

98%), recomenda-se a complementação com outro método de purificação, bem como a 

possibilidade do uso de pré-operações de concentração do material de partida.  

 

Palavras-chave: anticorpos monoclonais, purificação, precipitação, PEG, zinco. 



 

 

ABSTRACT 

 

Monoclonal antibodies (mAbs) are biomolecules that have become fundamental in several 

areas of study, being able to recognize analytes in a complex mixture and, therefore, 

contribute to the development of detection and medical diagnostic devices, such as rapid 

serological tests. These tests utilize anti-human IgG antibodies that work as capture reagents 

during the detection of polyclonal IgG in human blood. Therefore, this paper aimed to study 

the precipitation technique with polyethylene glycol (PEG) and zinc chloride as a non-

chromatographic capture alternative for non-therapeutic application mAbs that still require 

high purity levels, such as the ones used in serological tests. Experiments were carried out 

using PEG of different molecular weights and concentrations (4000 and 6000 g mol-1, ranging 

from 0 to 16% m/v) and ZnCl2 (0 to 16 mmol L-1) as potential precipitating agents to purify 

anti-human IgG mice IgG1 mAbs out of cell culture supernatant produced by hybridomas, 

determining its solubility curves and the most promising conditions for batch precipitation, 

also optimizing the resuspension step and performing a viscosity analysis for the resolubilized 

antibodies. Antibodies concentration was evaluated through analytical affinity 

chromatography with protein A immobilized onto a solid matrix and in gradient elution on 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography), whereas precipitates’ purity was 

estimated by size exclusion chromatography in isocratic elution, also on HPLC. Experiments 

resulted in a precipitate with 100% yield and 15% purity (obtained by precipitation with 14% 

PEG6000) and a precipitate with 100% yield and 59% purity (obtained by precipitation with 

12% PEG6000 combined with 3 mmol L-1 ZnCl2). Viscosity analysis indicated that the 

combination of PEG6000 and ZnCl2 as precipitating agents did not lead to a reduction of the 

precipitation supernatant’s dynamic viscosity (5.96 mPa s) compared to the supernatant 

obtained with just PEG6000 (5.71 mPa s), although it resulted in a precipitate with lower 

viscosity (2.41 mPa s). Given that the highest purity value achieved was close to 60%, in 

order to make the mAbs eligible for the aforementioned application (purity of at least 98%), 

the use of additional purification methods or pre-concentration techniques are recommended. 

 

Keywords: monoclonal antibodies, purification, precipitation, PEG, zinc. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os anticorpos monoclonais (mAbs) consistem em imunoglobulinas produzidas a partir 

de um mesmo clone de linfócito B, motivo pelo qual apresentam uma única especificidade e 

podem ser continuamente obtidos em cultura a partir da mesma linhagem celular expandida e 

imortalizada (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Os mAbs tornaram-se importantes no 

campo clínico como tratamento para diversas condições, no entanto, em virtude de sua 

especificidade e alta capacidade de reconhecer moléculas de várias origens (biológicas ou 

não), estes anticorpos passaram a ser utilizados em outras formas de aplicações além das 

terapêuticas: em purificações por afinidade, imunoensaios, nanotecnologia, catálise, controle 

de enzimas, além do seu uso como ferramenta de detecção de analitos ou de diagnóstico 

médico, tal como no caso dos testes imunodiagnósticos rápidos (ABBAS; LICHTMAN; 

PILLAI, 2015; ANSAR; GHOSH, 2013; GARCÍA-BERMEJO; DE ORY, 2017; KOCZULA; 

GALLOTTA, 2016; SALEEM; KAMAL, 2008). 

Os testes, que utilizam o princípio de imunocromatografia para reconhecer a presença 

de anticorpos no sangue humano, utilizam mAbs anti-IgG humana como um de seus reagentes 

de captura, os quais devem possuir elevada pureza e manutenção da atividade biológica para 

garantir o funcionamento adequado dos testes (MERCK MILLIPORE, 2013). Assim sendo, a 

etapa de purificação destes anti-anticorpos se torna crucial para garantir a estabilidade e a 

qualidade dos dispositivos. No entanto, atualmente as plataformas de purificação disponíveis 

para mAbs são, majoritariamente, compostas por técnicas cromatográficas sequenciais e em 

batelada, em especial a cromatografia de afinidade com proteína A imobilizada em matriz 

sólida para promover a captura destas moléculas, que consistem em técnicas de alto custo e 

inadequadas para correntes de processo com elevadas concentrações de anticorpo 

(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; LOHMANN; STRUBE, 2020; RUDGE; 

LADISCH, 2019; SHUKLA; THÖMMES, 2010). Dentre as estratégias em estudo para 

solucionar este problema, destaca-se a que apoia o uso de técnicas não-cromatográficas como 

forma de reduzir a dependência que a indústria apresenta atualmente da cromatografia, uma 

delas sendo a precipitação como alternativa de captura para mAbs (CATALDO et al., 2020; 

GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; LOW; O’LEARY; PUJAR, 2007; SHUKLA et al., 

2017; SHUKLA; THÖMMES, 2010). 

A precipitação, uma das técnicas de purificação de biomoléculas mais tradicionais, 

baseia-se no princípio da redução da solubilidade de um soluto em um solvente, a fim de 

separá-lo dos demais componentes ainda solúveis no sobrenadante (HU, 2017; KILIKIAN; 
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PESSOA JR., 2001). Os primeiros estudos realizados adotando esta técnica como forma de 

purificação de proteínas foram desenvolvidos por Cohn (1941), que utilizou a precipitação 

fracionada (adição vagarosa de agente precipitante para formar precipitados isolados) a fim de 

separar proteínas do plasma sanguíneo e obter albumina humana (COHN et al., 1946, 1950; 

COHN, 1941; DOS SANTOS, 2020). Desde então, o uso da precipitação com diferentes 

agentes precipitantes (etanol, sulfato de amônio, polímeros orgânicos, alterações de pH e 

temperatura do sistema, etc.) tem sido adotado para a separação, concentração e purificação 

de proteínas, tendo em vista que consiste em uma operação de baixo custo, quando comparada 

à cromatografia, e facilmente adaptável à forma batelada ou contínua (BRESOLIN; 

BRESOLIN; PESSOA, 2015; BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et 

al., 2020; HAMMERSCHMIDT et al., 2015; KATEJA et al., 2016; MARTINEZ et al., 2019; 

SHETH et al., 2014; SOMMER et al., 2014). 

 Em especial, destaca-se o uso da precipitação com polietilenoglicol para a 

separação de proteínas de alta massa molecular (150 kDa ou mais), tal como a IgG. Sendo um 

agente precipitante não-desnaturante, capaz de promover uma redução do volume de processo 

e que permite a sua remoção por meio da própria separação entre sobrenadante e precipitado 

(evitando assim a necessidade de operações adicionais de remoção, tal como ocorre no uso de 

sais convencionais), o uso de PEG como agente precipitante para a captura de anticorpos 

monoclonais e recombinantes  vem sendo extensivamente estudado (BURGSTALLER; 

JUNGBAUER; SATZER, 2019; CATALDO et al., 2020; HAMMERSCHMIDT et al., 2014; 

HAMMERSCHMIDT; HOBIGER; JUNGBAUER, 2016; JUNGBAUER, 2013; LAIN et al., 

2010; PONS ROYO et al., 2023; RATHORE et al., 2015; SOMMER et al., 2014). A fim de 

reduzir o incremento de viscosidade resultante da adição de PEG (um agente viscoso) ao 

sistema, o seu uso combinado com ZnCl2 também vem sendo estudado como forma de reduzir 

a quantidade de PEG a ser adicionada, sem causar reduções no rendimento de captura, a partir 

da combinação do uso de PEG com a precipitação por afinidade metálica ocasionada pelos 

íons Zn2+ (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et al., 2020; LI et al., 

2019). 

No entanto, os trabalhos presentes na literatura atualmente focam no uso desta 

modalidade de precipitação para a purificação de anticorpos monoclonais ou recombinantes 

de aplicações terapêuticas, normalmente produzidos em culturas de células de ovário de 

hamster chinês. Neste sentido, este trabalho apresenta uma avaliação do uso da precipitação 

com PEG e ZnCl2 como potenciais agentes precipitantes para a captura de mAbs IgG1 anti-

IgG humana destinados a aplicações não-terapêuticas, produzidos por hibridomas e que 
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também requerem elevado grau de pureza (98% ou mais), determinando suas melhores 

condições de precipitação, ressuspensão e a viscosidade dinâmica da fase ressuspensa 

resultante do uso destes agentes. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

O presente trabalho de mestrado teve como objetivo avaliar o uso de precipitação com 

polietilenoglicol e ZnCl2 como técnica de purificação para mAbs IgG1 de camundongo, do 

tipo anti-IgG humana, provenientes de sobrenadante de cultura celular de hibridomas. Além 

disso, objetivou-se também a otimização da etapa de ressuspensão dos precipitados e a 

determinação do seu aumento de viscosidade resultante da adição de polietilenoglicol. 

 

2.2 Plano de trabalho 

1) Avaliação das interferências ocorridas entre agentes precipitantes e tampões, na ausência 

de material de partida; 

2) Determinação dos melhores parâmetros de incubação (tempo e temperatura) para cada 

agente precipitante (PEG4000, PEG6000 e ZnCl2) a partir do rendimento resultante 

determinado por cromatografia de afinidade com proteína A; 

3) Obtenção das curvas de solubilidade e determinação das melhores condições de 

precipitação para cada agente precipitante (tampão, pH e concentração de agente) a partir do 

rendimento resultante determinado por cromatografia de afinidade com proteína A; 

4) Avaliação do pH de ressuspensão e da razão de diluição utilizada, a fim de otimizar o 

rendimento e a pureza dos precipitados ressuspensos, determinados por cromatografia de 

afinidade com proteína A e cromatografia por exclusão molecular; 

5) Determinação da viscosidade dinâmica aparente e do índice de comportamento de fluido 

dos precipitados ressuspensos com melhores valores de rendimento e pureza, bem como do 

material de partida e dos sobrenadantes de precipitação. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Neste capítulo serão abordados os temas essenciais ao trabalho a ser realizado e a 

fundamentação teórica necessária para sua compreensão, incluindo: funcionamento de testes 

de fluxo lateral e sua ascensão como forma de avaliação do estado sorológico de um 

indivíduo; anticorpos monoclonais e suas características, bem como formas de produção e 

purificação; e a técnica de precipitação como tecnologia emergente para purificação de 

anticorpos monoclonais. 

 

3.1 Testes de fluxo lateral e testes sorológicos rápidos 

3.1.1 Testes de fluxo lateral 

Os testes de fluxo lateral (LFA, lateral flow assay) consistem em dispositivos simples 

e portáteis utilizados para a detecção de analitos em misturas complexas por meio de um 

princípio similar ao de cromatografia em camada delgada, em que os analitos são retidos por 

interações com elementos imobilizados sobre a camada onde ocorre o teste. Estes elementos, 

em geral, consistem em anticorpos monoclonais específicos para as moléculas de interesse, ou 

seja, que reconhecem e “capturam” as moléculas-alvo (princípio de imunocromatografia), 

embora o uso de ácidos nucleicos e molecular beacons (oligonucleotídeos que reconhecem 

ácidos nucleicos pelo princípio de hibridização) como elementos de reconhecimento também 

tenha sido reportado (KOCZULA; GALLOTTA, 2016; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015). 

Estes dispositivos, além de simples, possuem baixo custo de produção e retornam 

resultados rapidamente (5-30 min), sem a necessidade de equipamentos ou de equipe 

especializada para a realização ou interpretação dos testes, de forma que estes podem ser 

realizados em ponto em atendimento. Assim sendo, os LFAs encontraram aplicação na 

detecção de diversos tipos de analitos (como patógenos, hormônios, anticorpos, proteínas, 

toxinas, pesticidas, poluentes, metais pesados, entorpecentes e outras substâncias químicas) 

em diversas áreas, como medicina humana e veterinária, controle de qualidade, controle de 

drogas, segurança de alimentos, pecuária, proteção ambiental etc. (KOCZULA; GALLOTTA, 

2016; NGOM et al., 2010; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015; WANG et al., 2016).  

Os dispositivos LFA são formados por uma estrutura em cassete que apresenta 

diferentes regiões, conforme apresentado pela Figura 1. Após aplicação da amostra líquida 

(ou extrato) em local adequado, os componentes da amostra encontram a superfície de 

conjugação. Nesta seção, estão presentes conjugados de anticorpos específicos para os 

analitos (ou, em caso de testes diagnósticos, antígenos ou proteínas de antígeno inativo) e 

marcadores (em geral, nanopartículas de ouro). Além disso, complexos anticorpo-marcador já 
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formados e que servirão de controle para assegurar a validade do teste também estão 

presentes. Quando os analitos desejados estão presentes na amostra inserida, estes 

reconhecem os elementos da superfície de conjugação, formando complexos analito-

anticorpo-marcador ou analito-antígeno-marcador. Saindo desta seção, os componentes 

passam a migrar por ação capilar sobre um suporte constituído de membranas de 

nitrocelulose, agarose ou filtro de papel (zona de detecção), a fim de reagir com os anticorpos 

de captura ali imobilizados e que permitem a detecção e retenção dos complexos por meio de 

interações de afinidade. Quando os complexos são retidos pelos anticorpos de captura 

(resultado positivo), uma linha colorida se torna visível devido ao acúmulo de marcadores. Ao 

final do dispositivo, uma seção de absorção está presente para absorver os reagentes em 

excesso e evitar o seu retorno à zona de detecção (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017; 

KOCZULA; GALLOTTA, 2016; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015; UDUGAMA et al., 2020). 

 

Figura 1. Esquema de funcionamento de um LFA em formato direto. 

 

     Legenda: Ac, anticorpo. 

Fonte: Adaptado de Koczula e Gallotta (2016). 

 

O funcionamento exemplificado pela Figura 1 é característico de dispositivos LFA em 

formato direto (ou sanduíche), o qual é o mais tipicamente observado. Este formato é voltado 

para analitos de alta massa molecular e/ou que possuem múltiplos sítios de ligação para 

anticorpos, tais como antígeno p24 de vírus HIV, anticorpos policlonais do soro humano e 

gonadotrofina coriônica humana em urina (testes rápidos de gravidez). Tendo em vista a 

capacidade do analito de se ligar a dois anticorpos simultaneamente, este acaba por ficar 

ensanduichado entre os anticorpos conjugados e os anticorpos de captura na linha de teste 

(KOCZULA; GALLOTTA, 2016; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015). No entanto, para 

moléculas pequenas e com somente um sítio de ligação, como no caso de entorpecentes em 
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geral (cocaína, anfetamina, opiáceos etc.), o formato mais aconselhável é o competitivo, no 

qual os analitos competem com os outros elementos do dispositivo ao invés de formar uma 

única estrutura sanduíche com eles. Consequentemente, os resultados observados são 

contrários àqueles obtidos em formato direto: caso o analito esteja presente, a interação entre 

anticorpo conjugado e linha de teste não ocorre, de forma a não formar uma linha visível 

(HUDSON et al., 2019; KOCZULA; GALLOTTA, 2016; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015; 

WU et al., 2017). 

A depender do tipo de marcador utilizado, a leitura dos resultados também pode se dar 

de diferentes formas. No caso de marcadores coloridos, como nanopartículas de ouro ou 

microesferas de látex, a interpretação dos resultados pode ser feita de maneira qualitativa 

(inspeção a olho nu das linhas formadas), semiquantitativas (verificação do número de linhas 

formadas com a utilização de diferentes linhas de teste) ou quantitativa (leitores ópticos). No 

caso de marcadores fluorescentes (quantum dots, complexos de rutênio) ou de outras 

naturezas (paramagnéticos, enzimáticos, nanopartículas de carbono), a interpretação dos 

resultados se torna possível somente de forma quantitativa (KOCZULA; GALLOTTA, 2016). 

 

3.1.2 Dispositivos LFA como testes sorológicos 

Uma das aplicações de dispositivos LFA que vem se tornando cada vez mais popular é 

a sua utilização como teste sorológico rápido. Este tipo de teste verifica o histórico de uma 

possível infecção ao avaliar a presença qualitativa de anticorpos no sangue ou soro de 

humanos e outros animais (como cães, gatos, aves, gado, etc.), sendo esta investigação 

normalmente orientada a anticorpos do tipo imunoglobulina M (IgM) e/ou G (IgG), visto que 

são, respectivamente, os anticorpos produzidos durante a fase aguda de uma infecção e 

aqueles associados à imunidade adquirida após o adoecimento do corpo (ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2015; CULLINANE; GARVEY, 2021). A avaliação do estado 

sorológico de um indivíduo via LFA já pode ser realizada para diversas condições 

(mononucleose infecciosa, AIDS, pesquisa de Helicobacter pylori, doença de Lyme, sífilis, 

doença de Chagas, hepatite C e E), o que inclui a COVID-19, doença causada pelo vírus 

SARS-CoV-2 e cuja situação foi caracterizada como pandemia pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS) em 11 de março de 2020 (EZEANOLUE; EZEANOLUE; DASHEFSKY, 

2005; GARCÍA-BERMEJO; DE ORY, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). 

No caso de dispositivos LFA orientados à detecção de anticorpos IgG e IgM 

resultantes de uma infecção por COVID-19, a seção de conjugação dos testes é composta 

pelos complexos de controle e por proteínas S de vírus SARS-CoV-2 inativo conjugadas ao 
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marcador (ouro coloidal), sendo que nas linhas de teste estão imobilizados anticorpos anti-

IgM e anti-IgG humanas (LI et al., 2020; UDUGAMA et al., 2020). Um esquema focado na 

interação entre os anticorpos de captura e os anticorpos detectados no sangue de pacientes 

potencialmente infectados está presente na Figura 2. 

 

Figura 2. Esquema de funcionamento de um teste rápido de COVID-19 envolvendo 

anticorpos. 

 

Fonte: Elaborado com base em Li et al. (2020).  

 

No entanto, para que estes testes possam ser produzidos, especialmente em larga 

escala, é necessária a obtenção dos anticorpos de captura – anti-IgG (que interagem com IgG), 

por exemplo – a serem imobilizados no suporte. Além de sensibilidade e especificidade 

adequadas, estes anticorpos também devem ter pureza e estabilidade suficientes para cumprir 

com seus requerimentos no produto finalizado, visto que contaminantes podem competir 

pelos sítios de ligação e afetar a funcionalidade dos testes (KOCZULA; GALLOTTA, 2016; 

MERCK MILLIPORE, 2013). Isto torna a etapa de purificação dos anticorpos de captura um 

dos fatores cruciais para a fabricação de testes rápidos. 

 

3.2 Anticorpos monoclonais e suas tecnologias de obtenção 

3.2.1 Anticorpos 

Anticorpos, também chamados Imunoglobulinas (Ig), consistem em uma família de 

glicoproteínas que fazem parte do sistema imune adaptativo dos seres vivos, que, por sua vez, 

é responsável pela identificação e eliminação de ameaças patológicas que não tenham sido 

propriamente impedidas por barreiras naturais do corpo, como pele, pelos e muco nasal, e 

microbiotas naturais. Estas moléculas são produzidas por linfócitos B (leucócitos produzidos 

e maturados na medula óssea) e podem ser secretadas diretamente no sangue ou permanecer 

aderidas à própria superfície do linfócito, atuando como receptores. Em ambos os formatos, 



22 

 

os anticorpos acabam por atuar como elementos-chave no combate a agentes patogênicos ao 

exibir a habilidade de reconhecer e se ligar a diversas moléculas estranhas ao organismo 

(antígenos) de forma altamente específica em um mecanismo semelhante a um modelo de 

“chave-fechadura” (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). 

Todos os anticorpos partilham uma mesma estrutura básica que os une dentro da 

classificação geral de imunoglobulinas. Esta estrutura é simétrica e consiste em duas cadeias 

leves (idênticas entre si, cerca de 24 kDa cada) e duas cadeias pesadas (também idênticas, 

com massa molecular que varia de 55 a 70 kDa), conforme demonstrado pela Figura 3. Cada 

cadeia leve (subíndice L) é ligada covalentemente a uma cadeia pesada (subíndice H) por 

meio de ligações dissulfeto, sendo que as cadeias pesadas também se ligam por meio deste 

tipo de ligação, de forma que a estrutura formada se assemelha à letra “Y”. Estas cadeias 

(leves e pesadas) são ambas compostas por sequências de aminoácidos que se repetem ao 

longo do comprimento de cada cadeia (unidades homólogas) e que se dobram sobre si, 

formando regiões chamadas de Domínio Ig. No entanto, ao se comparar dois anticorpos 

distintos, estas sequências de aminoácidos podem variar em determinadas regiões da estrutura 

básica, formando as regiões variáveis (V) e constantes (C) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 

2015). 

 

Figura 3. Representação gráfica da estrutura básica de uma IgG secretada e de uma 

IgM de membrana. 

 

Fonte: Abbas, Lichtman e Pillai (2015). 
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As regiões variáveis caracterizam as imunoglobulinas no que diz respeito à sua origem 

– anticorpos com a mesma região variável foram produzidos por um mesmo clone de linfócito 

B, ao passo que aqueles com uma região variável diferente, por mais que tenham sido 

produzidos por uma célula também classificada como linfócito B, vieram de outro clone. 

Estas regiões são as responsáveis pelo reconhecimento de antígenos e estão presentes nos 

chamados sítios de ligação, formados pela justaposição da região variável das cadeias leves 

(VL) com a região variável das cadeias pesadas (VH). As regiões constantes, por sua vez, não 

participam do processo de reconhecimento e se limitam a interagir com outras moléculas 

efetoras e células do sistema imune (aderindo, por exemplo, à superfície das membranas de 

linfócitos B). A estrutura de um anticorpo pode também ser definida em termos de 

fragmentos, em que a associação da cadeia leve completa (VL e CL) com a seção VH-CH1 da 

cadeia pesada é chamada de fragmento Fab (associado à função de reconhecimento de 

antígeno – antigen-binding), enquanto a seção com domínios CH2-CH3 da cadeia pesada é 

chamada de fragmento Fc (fragmento cristalizável) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).  

Contudo, as regiões constantes das cadeias pesadas podem apresentar diferenças 

estruturais que permitem a subdivisão das imunoglobulinas em diferentes subclasses ou 

isotipos. Estes isotipos são classificados de acordo o tipo de cadeia pesada que apresentam e 

possuem diferentes funções dentro do processo de imunidade humoral (mediada por 

anticorpos), tal como explicitado pelo Quadro 1. No organismo humano, as imunoglobulinas 

A e G podem ser subdivididas em 2 e 4 subclasses menores, respectivamente. Durante sua 

secreção, os isotipos também podem ser secretados em diferentes formatos: como monômeros 

(estrutura básica presente na Figura 3) ou como estruturas compostas por mais de um 

monômero, tal como dímeros (IgA) ou pentâmeros (IgM) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 

2015). 

 

Quadro 1. Os diferentes isotipos de imunoglobulinas e suas características e funções. 

Isotipo 
Tipo de cadeia 

pesada 
Formato secretado Funções 

IgA Α 
Dímero (principalmente), 

monômero, trímero 
Imunidade de mucosa 

IgD Δ Monômero 
Receptor de antígeno no 

linfócito B imaturo 

Continua 
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Cont. Quadro 1. 

IgE Ε Monômero 

Hipersensibilidade imediata 

e tardia, defesa contra 

parasitas helmínticos 

IgG Γ Monômero 

Opsonização, ativação do 

complemento (reações em 

cascata), imunidade 

neonatal 

IgM Μ Pentâmero 

Receptor de antígeno no 

linfócito B imaturo (forma 

monomérica), ativação do 

complemento 

Fonte: Adaptado de Abbas, Lichtman e Pillai (2015). 

 

A alta especificidade dos anticorpos permite que estes possam distinguir dois 

antígenos distintos com base em pequenas diferenças na sua estrutura química, embora 

reações cruzadas com antígenos estruturalmente semelhantes ainda sejam possíveis. Este 

reconhecimento ocorre por meio de ligações não-covalentes e reversíveis, tais como forças 

eletrostáticas, ligações de hidrogênio, forças de Van der Waals e interações hidrofóbicas, e a 

força destas ligações caracterizará a afinidade do anticorpo por um determinado antígeno 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Esta capacidade torna possíveis processos 

importantes ao corpo como a opsonização (majoritariamente realizada pela IgG), que consiste 

no reconhecimento e na ligação de um anticorpo a um determinado antígeno, a fim de marcá-

lo para outras células que irão, efetivamente, eliminar a ameaça. 

O termo antígeno, no entanto, pode ser aplicado a qualquer substância ou espécie que 

se ligue especificamente a um anticorpo. Assim sendo, graças a essa diversidade, os 

anticorpos possuem a capacidade de reconhecer muito além de ameaças patológicas como 

vírus e micro-organismos, mas quase todo tipo de biomolécula, o que inclui metabólitos, 

lipídeos, hormônios e macromoléculas complexas como carboidratos, fosfolipídios, ácidos 

nucleicos e proteínas – o que, por sua vez, inclui também outros anticorpos (ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2015). Gell e Kelus (1967) exploraram esse comportamento 

imunogênico dos próprios anticorpos e relataram que reconhecimentos deste tipo podem 

ocorrer de três formas: 1) por meio de regiões imunogênicas expostas durante o 

reconhecimento de um antígeno diferente; 2) sítios de ligação naturalmente imunogênicos nos 
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anticorpos; e 3) sítios de ligação específicos capazes de reconhecer regiões imunogênicas em 

outros anticorpos. Na prática, estes anti-anticorpos podem ser produzidos por meio da 

imunização de animais com imunoglobulinas provenientes de outra espécie e que, portanto, 

são estranhas à espécie imunizada. A produção de autoanticorpos que possuem esse 

comportamento também é possível, como no caso de anticorpos IgM ou IgG circulantes que 

reconhecem fragmentos Fc (e raramente Fab) de suas próprias moléculas de IgG, formando 

imunocomplexos prejudiciais e que contribuem para a artrite reumatoide (ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2015). 

Visto que o corpo produz naturalmente diferentes clones de linfócitos B, as 

imunoglobulinas de origem animal são naturalmente policlonais, ou seja, são provenientes de 

diferentes clones de linfócitos B e, portanto, apresentam algum grau de heterogeneidade entre 

si, especialmente no que diz respeito às suas regiões variáveis. Graças ao trabalho de Köhler e 

Milstein (1975), no entanto, tornou-se possível a produção de anticorpos a partir de um único 

clone imortalizado de linfócito B que, consequentemente, se torna capaz de produzir 

imunoglobulinas de uma única especificidade pré-definida: os chamados anticorpos 

monoclonais (mAb, monoclonal antibody). A técnica consiste na criação de hibridomas – 

resultado da fusão celular entre linfócitos B de um animal imunizado com antígeno de 

interesse (normalmente células isoladas de baço de camundongo) e uma linhagem celular 

imortalizada de mieloma –, seguido de uma seleção dos clones que produzem anticorpos com 

a especificidade desejada. Sob as condições utilizadas, células que não tenham sofrido fusão 

são incapazes de sobreviver in vitro. Uma vez escolhidas, as linhagens de interesse são 

expandidas e, desta forma, imortalizadas por meio de seu crescimento contínuo, o que 

consequentemente garante a produção de anticorpos com especificidade sempre igual e 

correspondente à necessidade (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). 

Em razão de sua especificidade, os anticorpos monoclonais ganharam popularidade no 

campo clínico como alternativas terapêuticas para diversas condições, incluindo artrite 

reumatoide, doença de Crohn, prevenção a rejeição de transplantes, esclerose múltipla, asma e 

diversos tipos de câncer e de distúrbios autoimunes. A demanda por este tipo de tratamento 

tem se tornado cada vez maior, de forma que a previsão para 2026 é de que mais de um 

medicamento à base de mAbs estará entre os projetos de Pesquisa e Desenvolvimento de 

maior valor na indústria biofarmacêutica e entre as dez drogas mais vendidas no mundo 

inteiro (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; EVALUATE PHARMA, 2021; 

INTERFARMA, 2012). No entanto, autores como Berry e Gaudet (2011) apontam que a 

grande especificidade dos anticorpos monoclonais acaba, por vezes, se tornando a sua maior 
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desvantagem: se um diagnóstico preciso não é feito antes, especialmente no caso de doenças 

infecciosas, o anticorpo pode não surtir efeito algum na terapia, visto que não terá as pequenas 

heterogeneidades naturais aos anticorpos policlonais e que permitem abraçar um espectro 

maior de antígenos estruturalmente relacionados ou não. 

Contudo, essa mesma exata especificidade despertou a atenção de inúmeros 

pesquisadores fora do campo terapêutico, garantindo aos anticorpos monoclonais aplicações 

também na investigação científica, no diagnóstico médico e até na purificação e separação de 

moléculas. No Quadro 2, algumas dessas aplicações alternativas podem ser encontradas. 

 

Quadro 2. Algumas aplicações de anticorpos monoclonais, fora do campo terapêutico. 

Aplicação Referência 

Estudo e conhecimento de superfícies celulares, 

moléculas secretadas, funcionamento celular 

Abbas, Lichtman e Pillai (2015), Saleem e 

Kamal (2008), Ansar e Ghosh (2013) 

Diagnóstico médico por imagem: identificação 

de fontes teciduais de tumores 

Abbas, Lichtman e Pillai (2015), Zhang et al. 

(2014) 

Imunoensaios: western blotting, ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA), 

imunoprecipitação, imuno-histoquímica, 

imunocitoquímica, citometria de fluxo, 

imunocromatografia, radioimnunoensaio (RIA), 

immuno-dot blot, imunofluorescência, 

imunoensaio enzimático (IEE) 

Saleem e Kamal (2008), Gao et al. (2018), 

Ansar e Ghosh (2013), Burrel, Howard e 

Murphy (2017) 

Purificação de misturas complexas: 

cromatografia por imunoafinidade 

Ansar e Ghosh (2013), Thompson et al. (2009), 

Zandian e Jungbauer (2009), Lee et al. (2005) 

Testes diagnósticos: testes rápidos de gravidez, 

hepatite, influenza A e B, antígeno p24 de HIV, 

dengue NS1, vírus sincicial respiratório, herpes, 

clamídia, gonorreia, COVID-19  

Saleem e Kamal (2008), Burrel, Howard e 

Murphy (2017), Ansar e Ghosh (2013), Li et al. 

(2020) 

Nanotecnologia: liberação de medicamentos, 

nanobiosensores, nanoestruturas, nanomáquinas. 

Ansar e Ghosh (2013), Hillman, Lustiger e Wine 

(2019) 

Outros: catálise, controle de ativação/inibição de 

enzimas (Hot Start Taq DNA Polimerase), 

identificação de genes para clonagem 

Gao et al. (2018), Ansar e Ghosh (2013) 
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3.2.2 Processos de produção e purificação 

Um processo típico para a fabricação de biomoléculas pode ser dividido em dois 

grandes blocos essenciais que são denominados como processo upstream (USP; ou à 

montante) e processo downstream (DSP; ou à jusante). As operações realizadas durante a 

etapa à montante são responsáveis pela geração da biomolécula desejada por meio de células 

ou organismos hospedeiros, cultivados a fim de que a produzam, ao passo que a seção à 

jusante tem como finalidade recuperar e purificar estas biomoléculas do meio em que estão 

presentes, para que alcancem os padrões de pureza recomendados de acordo com sua 

aplicação (SHUKLA; THÖMMES, 2010). Um processo típico para a fabricação de mAbs está 

presente na Figura 4, destacando-se as correspondentes porções à montante e à jusante do 

esquema.  

 

Figura 4. Exemplo de processo típico para produção e purificação de anticorpos 

monoclonais. 

 

Fonte: Adaptado de Conner et al. (2014) e Rathore (2009). 

 

3.2.2.1 Do sistema de expressão e sua forma de cultivo 

Classicamente, a etapa de geração de anticorpos monoclonais se dava de forma in 

vivo, ou seja, em animais que geravam e secretavam as moléculas de interesse a serem 

colhidas mais tarde. Após a obtenção dos hibridomas capazes de produzir os anticorpos de 

interesse (seção 3.2.1), estas células eram injetadas em camundongos ou ratos que, uma vez 

carregando a linhagem imortalizada, passavam por um processo de inchaço abdominal 

(ascite) cujo fluido, a ser colhido, continha os anticorpos secretados. Esta técnica, no entanto, 
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apesar de gerar fluidos ascíticos com altas concentrações de anticorpos (10-15 g L-1), 

mostrou-se problemática em uma série de fatores quando considerada para produção em alta 

escala, incluindo baixo volume e rendimento (50-75 mg por roedor), scale-up dificultoso e 

custoso, além de contaminação do produto com proteínas do organismo hospedeiro e questões 

acerca de sofrimento animal (FARID, 2006; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1999). 

Como alternativa, métodos in vitro para a produção de mAbs se tornaram populares 

entre os fabricantes, onde as células secretoras são cultivadas fora do organismo animal, 

imitando-se as condições necessárias para o seu cultivo em biorreatores ou recipientes 

adequados. Estas condições impactam não somente o crescimento das células em questão, 

mas também a sua produção específica e a qualidade do produto obtido, sendo que 

temperatura (37°C), pH (7,15), O2 dissolvido (30-60%) e níveis de CO2 (31-54 mmHg) são as 

variáveis normalmente controladas no caso de células de origem mamífera, tal como os 

hibridomas. Além disso, o uso do meio de cultura adequado, ou seja, do meio contendo os 

componentes e nutrientes essenciais à vida celular, também se mostra crucial ao cultivo e à 

qualidade dos mAbs secretados (CARVALHO et al., 2017b; HA et al., 2022).  

Em geral, estes meios são misturas complexas, contendo desde aminoácidos, 

proteínas, eletrólitos, lipídeos, açúcares, hormônios e enzimas a outros componentes 

indefinidos, e por isso o uso de soro fetal bovino tornou-se popular para essa tarefa, tendo em 

vista que se trata de uma mistura complexa e rica em nutrientes. No entanto, devido à 

emergência de doenças de origem animal, tal como a encefalopatia espongiforme bovina 

(popularmente conhecida como “doença da vaca louca”), o uso de meios quimicamente 

definidos e de origem não-animal tornou-se cada vez mais incentivado, especialmente na 

produção de biofármacos. Contudo, este não se tornou o único motivo pelo qual muitas 

companhias passaram a preferir produzir seu próprio meio de cultura: a garantia de uma 

composição definida garante também um melhor controle de qualidade entre os diferentes 

lotes produzidos, incluindo uma melhor compreensão do impacto que os nutrientes causam no 

produto, além de permitir que o meio seja adequado ao tipo específico de célula sendo 

cultivada (CARVALHO et al., 2017b; KELLEY; KISS; LAIRD, 2018). 

Atualmente, os hibridomas ainda são utilizados como sistemas de expressão in vitro 

para a produção industrial de mAbs (taxa de produção de até 80 pg célula-1 dia-1), embora em 

menor quantidade. Tendo em vista que os anticorpos de origem murina podem desencadear 

respostas imune no corpo humano (resposta HAMA, Human Anti-Mouse Antibody response), 

novas técnicas para a modificação e humanização destes anticorpos foram desenvolvidas para 

reduzir sua imunogenicidade e suprir as demandas do mercado farmacêutico, levando ao 
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surgimento de anticorpos quiméricos (70% humanos), humanizados (90% humanos) e até 

mesmo inteiramente humanos. Estes, por sua vez, são preferivelmente produzidos em células 

de ovário de hamster chinês (células CHO, Chinese Hamster Ovary cells), em células de 

mieloma murino (NS0 ou SP2/0) ou, de forma menos expressiva, em células embrionárias de 

rim humano (HEK 293) ou bactérias E. coli, embora outros meios de expressão também 

estejam sendo estudados, tais como plantas transgênicas e células de insetos ou micro-

organismos geneticamente modificados (CARVALHO et al., 2017b; DONINI; MARUSIC, 

2019; FARID, 2006; O’FLAHERTY et al., 2020; SANTOS et al., 2018). No entanto, no caso 

de anticorpos monoclonais que não são destinados a aplicação terapêutica, tais como os 

utilizados em testes imunodiagnóstico rápidos, a imunogenicidade da origem murina dos 

anticorpos não se torna um problema, de forma que a produção via hibridomas pode ser 

normalmente utilizada (KOCZULA; GALLOTTA, 2016; TILLER, 2011). 

  

3.2.2.2 Da etapa à montante em larga escala 

Para produções em larga escala, uma vez determinado o sistema de expressão 

adequado e a linhagem de interesse, os clones escolhidos são armazenados e congelados em 

pequenas quantidades, utilizando dimetilsulfóxido (5-10%) e temperaturas abaixo de -130°C, 

formando um banco de células. Quando um dos frascos preservados é selecionado para 

produção, as células ali contidas (inóculo) são descongeladas e suspensas em meio de cultura 

adequado, passando por um processo de crescimento celular até atingirem uma densidade 

adequada para produção. Este processo de expansão é feito de forma gradativa em frascos 

agitados (estágio inicial) e biorreatores menores (estágio avançado), transferindo-se o inóculo 

para recipientes de volume cada vez maior até que possam ser transferidos ao biorreator de 

produção, onde os anticorpos monoclonais serão efetivamente produzidos (CONNER et al., 

2014; SHUKLA; THÖMMES, 2010).  

Estes biorreatores de produção podem ser reutilizáveis (tanques agitados feitos de aço 

inoxidável) ou descartáveis (sacos plásticos esterilizados sobre uma plataforma oscilante), 

sendo que os primeiros predominam nos cenários de alta produção e os segundos, em 

operações menores, embora haja um interesse crescente na utilização de reatores descartáveis 

em escalas maiores, visto que são mais baratos, reduzem a contaminação entre lotes e 

permitem facilmente uma produção flexível, ou seja, que se adapte a diferentes produtos 

desejados. Biorreatores descartáveis são necessariamente operados em batelada, porém 

tanques agitados podem ser operados de forma descontínua, contínua ou semicontínua (a 

chamada operação fed-batch, em que o biorreator é iniciado com um pequeno volume de 
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cultura e nutrientes do meio são gradativamente adicionados, sem que haja retirada das 

células ou do produto até o final da operação). O sistema fed-batch se tornou o mais 

prevalente na indústria, visto que apresenta operação simples e fácil scale-up, permitindo uma 

produção e um crescimento celular maior que a operação em batelada, porém sem riscos de 

contaminação e diluição do produto, como pode ocorrer em operações contínuas. Contudo, 

sistemas contínuos utilizando culturas de células de perfusão (processo em que o meio de 

cultura é continuamente adicionado e removido, porém as células são mantidas no biorreator) 

chegaram a também ser reportados (CARVALHO et al., 2017b; CONNER et al., 2014; 

GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; SHUKLA; THÖMMES, 2010). 

 

3.2.2.3 Da etapa à jusante em larga escala 

 Diversas estratégias podem ser aplicadas para a recuperação e purificação dos 

bioprodutos obtidos na etapa à montante do processo. Estas estratégias incluem operações 

unitárias que realizam a separação das espécies de forma mecânica (de acordo com o tamanho 

e formato da molécula-alvo), físico-química (de acordo com suas características bioquímicas, 

tal como carga elétrica e capacidade de interação com outras moléculas) ou até mesmo 

aplicando os dois princípios simultaneamente, tal como demonstrado pelo Quadro 3. O início 

deste processo de separação é normalmente chamado de “clarificação”, em que a molécula-

alvo é separada de outras espécies mais grosseiras, e depois passa por uma purificação 

propriamente dita, em que impurezas menores como DNA, agregados de alta massa molecular 

e proteínas da célula hospedeira (HCP, Host Cell Protein) são removidas. Além de separar as 

moléculas de interesse das impurezas presentes no meio, a etapa à jusante também permite 

que alterações no bioproduto em si sejam feitas bem como na sua apresentação final, tais 

como: reenovelamento de proteínas; aumento de concentração da solução comercial; aumento 

de estabilidade do produto pela adição de moléculas sintéticas, sais, aminoácidos e 

emulsificantes; e quebra da molécula-alvo em subunidades menores (CONNER et al., 2014). 

 

Quadro 3. Diferentes operações unitárias e suas possíveis aplicações em um bioprocesso. 

Operação unitária Propriedade explorada Aplicação 

Precipitação Solubilidade Captura 

Filtração Tamanho Clarificação 

Centrifugação Tamanho, densidade Clarificação 

Microfiltração Tamanho Clarificação 

Continua 
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Cont. Quadro 3. 

Extração por solvente Partição Captura 

Extração aquosa bifásica Partição Captura 

Cromatografia de troca iônica Carga elétrica Captura, Polimento 

Cromatografia de afinidade Interação molecular Captura, Polimento 

Cromatografia de interação hidrofóbica Interação proteína-ligante Captura, Polimento 

Cromatografia por exclusão molecular Tamanho, formato molecular Polimento 

Cromatografia de fase reversa Tamanho, interação molecular Polimento 

Cromatofocalização Carga elétrica, mobilidade Polimento 

Eletroforese* Carga elétrica, mobilidade Polimento 

Ultrafiltração Tamanho Captura, Polimento 

Osmose reversa Tamanho, difusividade molecular Captura, Polimento 

Cristalização Solubilidade, interação molecular Polimento 

*Não indicada para purificações em larga escala. 

Fonte: Adaptado de Hu (2017). 

 

No caso de culturas que secretam a molécula de interesse diretamente no meio 

reacional, tal como os hibridomas, o processo de clarificação pode ser realizado por meio de 

uma filtração de profundidade, processo em que uma matriz 3D remove as células secretoras 

da mistura de processo por meio da adsorção ou enclausuramento destas células em canais 

tortuosos presentes na matriz (RUDGE; LADISCH, 2019). Já para casos em que os resíduos 

celulares estão em maior quantidade, como em fermentações microbianas de células 

modificadas geneticamente (capazes de produzir fragmentos de mAbs), uma centrifugação 

pode preceder ou ser utilizada no lugar da filtração por profundidade, a fim de remover todos 

os resíduos celulares (CONNER et al., 2014). Shukla e Thömmes (2010), no entanto, 

apontam que também para a fabricação de anticorpos monoclonais por culturas de células 

mamíferas a centrifugação pode ser utilizada como uma pré-clarificação antes de avançar-se 

para a filtração, que pode ser feita por profundidade ou membranas. Além de preparar a 

mistura contendo a molécula-alvo para os processos posteriores, a clarificação também 

contribui para a preservação dos equipamentos a serem utilizados, visto que evita o seu 

entupimento e sua deterioração, além de também preservar a integridade do produto em si, 

que fica suscetível a ataques enzimáticos quando suas células secretoras, no final da vida 

celular, sofrem lise (BURGESS, 2009; HU, 2017). 
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Após a clarificação, o processo de purificação é geralmente conduzido de forma a ser 

dividido em duas etapas: a “captura” e o “polimento”, que têm ambas a função de remover 

impurezas que não puderam ser retidas pela clarificação, mas diferem na ideia de que a 

captura promove primeiro um enriquecimento do produto e uma redução no seu volume de 

processo para que os equipamentos de polimento possam não somente ter dimensões e tempos 

de processamento menores, mas também servir como forma de purificação mais meticulosa. É 

importante salientar que este tipo de nomenclatura pode mudar de acordo com a fonte 

consultada: por exemplo, Hu (2017) define que, após a clarificação, um bioprocesso típico é 

dividido em “captura”, “purificação” e “polimento”, sendo esta última etapa destinada 

somente à adequação do produto à sua forma comercial. Para este trabalho, no entanto, será 

utilizada a nomenclatura de Conner et al. (2014), que unem as etapas de purificação mais 

avançada e adequação do produto à sua forma final sob o mesmo título de “polimento”.  

O processo de captura é normalmente realizado por meio de cromatografia de 

adsorção em batelada, operação em que a mistura de processo é passada por uma coluna que 

reterá a molécula de interesse, ou determinadas impurezas, de acordo com as propriedades 

físicas e/ou química destas. Embora a cromatografia de afinidade seja a modalidade mais 

comumente observada para captura de anticorpos monoclonais, é possível o uso de 

cromatografia de troca iônica para este propósito, como observado por Farid (2006), que se 

utiliza da afinidade eletrostática entre os solutos e a fase estacionária para realizar a 

separação. No caso da cromatografia de afinidade, são utilizados os chamados ligantes de 

afinidade: moléculas que, por possuírem afinidade pela molécula-alvo, a reconhecem e 

garantem que esta fique retida sobre a fase estacionária até que seja eluída da coluna. O tipo 

de ligante de afinidade mais comumente observado na captura de anticorpos é a Proteína A, 

um tipo de proteína bacteriana (proveniente de Staphylococcus aureus) que apresenta alta 

afinidade pelas regiões Fc de anticorpos monoclonais, chegando a fornecer valores de pureza 

acima de 98% em uma única etapa cromatográfica (CONNER et al., 2014; SHUKLA; 

THÖMMES, 2010). Contudo, ligantes como a Proteína A possuem alto custo, baixa 

estabilidade perante agentes desinfetantes e podem realizar ligações não-específicas com 

algumas impurezas. Além disso, esta técnica apresenta problemas com relação ao 

desprendimento de ligante da coluna, o que reduz a sua capacidade de adsorção e leva à 

necessidade de remover estes ligantes ao longo do processo (FARID, 2006; GRONEMEYER; 

DITZ; STRUBE, 2014; LOHMANN; STRUBE, 2020). 

Parte do polimento de biomoléculas também é realizado via técnicas cromatográficas 

adicionais, também em batelada, normalmente utilizadas em sequência e numa combinação de 
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modalidades diferentes (troca iônica e interação hidrofóbica) após a captura – alguns 

exemplos das combinações utilizadas por indústrias farmacêuticas na etapa de polimento 

podem ser observados na Figura 5. No caso da cromatografia por exclusão de tamanho, no 

entanto, que separa moléculas de acordo com seu tamanho através de um gel poroso (fase 

estacionária), esta não é comumente utilizada em purificações em larga escala, sendo 

preferivelmente adotada como técnica analítica (STEIN et al., 2016). Entre a etapa de captura 

e primeira operação de polimento, é comum realizar-se um processo de inativação viral, a fim 

de remover qualquer espécie viral proveniente de contaminações ou do próprio sistema de 

expressão, sendo o tratamento com ácido ou detergente/solvente uma técnica comum para 

essa tarefa na fabricação de mAbs. Após as etapas cromatográficas, no entanto, mais uma 

etapa de redução viral é aplicada: a filtração viral, que utiliza filtros específicos com poros 

que permitem a passagem das moléculas-alvo, porém retêm as espécies virais inativadas. 

Além disso, as próprias operações cromatográficas podem agir como ferramentas de remoção 

viral ao longo do polimento, especialmente no caso de colunas que utilizem resinas 

eletricamente carregadas (CONNER et al., 2014; FARID, 2006; SHUKLA; THÖMMES, 

2010). 

 

Figura 5. Diferentes plataformas cromatográficas para a etapa de polimento de mAbs, 

de acordo com exemplo de benchmark e três diferentes indústrias farmacêuticas. 

 

Legenda: UF/DF, ultrafiltração/diafiltração; CTI, cromatografia de troca iônica; CTC, cromatografia de troca 

catiônica; CTA, cromatografia de troca aniônica; FT, modo flow-through; CIH, cromatografia de interação 

hidrofóbica. 

Fonte: Esquema de Shukla e Thömmes (2010) adaptado para as informações de Lohmann e Strube (2020) e 

Shukla et al. (2017). 

 

A etapa final do polimento de mAbs consiste normalmente em um processo de 

ultrafiltração/diafiltração (UF/DF), que substitui o tampão utilizado na fabricação pela 

formulação adequada à solução comercial, além de reduzir o volume de solução a ser 
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estocado. Em seguida, a solução é filtrada e armazenada em recipientes, tudo de forma 

esterilizada, antes de ser estocada em áreas controladas (CONNER et al., 2014; SHUKLA; 

THÖMMES, 2010). 

  

3.2.3 Avanços e tendências na purificação de anticorpos 

Avanços na etapa à montante permitiram que a indústria alcançasse novos níveis de 

produtividade para anticorpos monoclonais. Esses níveis dizem respeito não tanto à 

capacidade de produção em si, mas sim ao aumento da eficiência de processo, da densidade 

celular obtida e, principalmente, da concentração de mAbs que passou a ser obtida nos 

biorreatores: títulos de 3-5 g L-1 passaram a ser alcançados rotineiramente em produções em 

larga escala, embora haja relatos de empresas alcançando 10-13 g L-1 em processos fed-batch 

e 25 g L-1 em processos de perfusão (GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014). Tais 

conquistas são devidas especialmente a avanços na seleção de clones e linhagens celulares, na 

expressão de vetores destas linhagens e na otimização dos meios de cultura utilizados. No 

entanto, estas mesmas melhorias trouxeram um desafio à etapa à jusante, que deve se adaptar 

a estas mudanças e se tornar capaz de recuperar e purificar as novas correntes agora advindas 

da etapa à montante (KELLEY; KISS; LAIRD, 2018; SHUKLA et al., 2017). 

O novo gargalo do processo se tornou visível na questão de que a plataforma à jusante 

foi tradicionalmente projetada para correntes com menores concentrações de anticorpos. 

Desta forma, os equipamentos atingem sua capacidade e seus limites físicos antes do 

esperado, levando a um aumento no tempo de processo, maior consumo de material (resina 

cromatográfica, tampão, entre outros) e, consequentemente, maiores custos 

(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014). Este problema é acentuado pela natureza dos 

próprios equipamentos utilizados: conforme reportado na seção 3.2.2.3, a recuperação e 

purificação de mAbs ainda se dá majoritariamente pelo uso de técnicas cromatográficas 

sequenciais e em batelada, que, por sua vez, são conhecidas por serem processos lentos e de 

baixo rendimento, requerendo altas quantidades de fase móvel para sua realização (MERCK, 

2022; RUDGE; LADISCH, 2019; SHUKLA; THÖMMES, 2010). Além disso, a nova 

natureza dos sobrenadantes recebidos também se torna um problema: as alterações na forma 

de cultivo das células secretoras de mAbs trouxeram novos tipos e novas concentrações de 

impurezas, às quais muitas vezes a etapa à jusante não está preparada para receber 

(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014). Segundo um estudo conduzido por Jin et al. 

(2010), os autores apontam que os níveis de HCP em uma cultura de células podem aumentar 
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até 7 vezes apenas por alterações de temperatura, aeração e composição no meio de cultura, 

por exemplo.  

Desta forma, diversas estratégias e tendências surgiram na intenção de superar estes 

problemas e adaptar a plataforma à jusante à nova realidade de produção de mAbs. Dentre 

estas, estão presentes estudos na obtenção de fases estacionárias mais eficientes (suportes 

fibrosos, leito expandido, colunas monolíticas, adsorção em membranas), na adequação das 

operações cromatográficas à forma de operação contínua (cromatografia contracorrente 

periódica e cromatografia contracorrente tangencial contínua) e, também, na adoção de 

técnicas não-cromatográficas como formas alternativas de purificação de mAbs. Esta última 

visa não somente à possível substituição das técnicas cromatográficas, mas principalmente à 

redução da dependência que a indústria atualmente apresenta com relação a estas técnicas 

(RATHORE; KUMAR; KATEJA, 2018; SHUKLA et al., 2017; SINGH; HERZER, 2017). 

Além disso, conforme apontado por Shukla et al. (2017), as colunas cromatográficas 

atualmente empregadas na purificação de anticorpos apresentam dimensões relativamente 

pequenas quando comparadas a outros equipamentos (diâmetros de no máximo 2 m, segundo 

os autores), de forma que, mesmo que a operação contínua fosse alcançada, a produtividade 

ainda estaria inerentemente limitada pelas dimensões comumente apresentadas pelas colunas 

de cromatografia. 

A separação por extração aquosa bifásica foi contemplada como possível substituição 

às técnicas cromatográficas para a captura de bioproduto, visto que é uma tecnologia de baixo 

custo, alta capacidade e facilmente aplicada em processos contínuos, no entanto, a técnica 

apresenta a desvantagem de possuir mecanismos de partição de difícil compreensão e pouco 

genéricos para proteínas como os mAbs, com alta sensibilidade a flutuações nas correntes 

recebidas. Outra alternativa sob estudo é a cristalização, já utilizada como forma de 

purificação e polimento de aminoácidos e enzimas (massa molecular aproximada de 137 Da e 

12 kDa, respectivamente), apresentando também as vantagens de ser uma técnica custo-

efetiva e que favorece uma maior estabilidade no produto final. Contudo, ela se torna limitada 

quando considerado que os anticorpos apresentam tamanho (massa molecular aproximada de 

150 kDa) e heterogeneidade diferentes. Outras tecnologias em estudo, tanto para captura 

como para polimento de biomoléculas, incluem floculação, separação magnética, 

ultrafiltração de alta resolução, além da precipitação seletiva (GRONEMEYER; DITZ; 

STRUBE, 2014; SHUKLA et al., 2017; SHUKLA; THÖMMES, 2010). A precipitação, em 

particular, se mostrou como uma possibilidade para a concentração de produto (captura) e 

também para a remoção de impurezas como as HCP, moléculas de DNA e resíduos de meio 
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de cultura, apresentando capacidade de recuperar o produto de uma batelada inteira em uma 

única etapa. Além disso, é possível combinar agentes precipitantes com diferentes 

mecanismos para aperfeiçoar a seletividade de uma separação, o que por sua vez apresenta 

potencial de reduzir a dependência atual de múltiplas etapas cromatográficas 

(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; SHUKLA et al., 2017). 

 

3.3 Precipitação 

3.3.1 A técnica de precipitação 

A precipitação consiste em uma técnica de recuperação e purificação de moléculas 

orgânicas e inorgânicas, que se baseia no princípio de redução da solubilidade de um soluto 

em um solvente. Esta redução ocorre por meio de perturbações aplicadas ao sistema que 

culminam na sua supersaturação e consequente formação de um precipitado, ou seja, da 

molécula de interesse como soluto sólido. Tais perturbações podem ser causadas por 

mudanças no pH, na temperatura, força iônica ou por adição de solventes, sais e polímeros 

orgânicos ao sistema, gerando diferentes comportamentos para a solubilidade do soluto, como 

demonstrado pela Figura 6 (HU, 2017; LUCARINI; PESSOA JR.; KILIKIAN, 2008).  

 

Figura 6. Curvas de solubilidade de um soluto e de acordo com diferentes perturbações. 

 

Fonte: Adaptado de Hu (2017). 

 

No âmbito da biotecnologia, a precipitação é uma das técnicas de purificação de mais 

tradicionais, aparecendo como uma das primeiras etapas envolvidas em um processo de 

purificação, quando utilizada, e precedendo técnicas de alta resolução como a cromatografia. 

No caso de precipitação de proteínas, em geral os precipitados podem ser recuperados de seu 

sobrenadante por centrifugação ou filtração, podendo ser ressolubilizados (i.e., retornados à 

forma aquosa) se necessário – estudos apontam que o próprio processo de ressolubilização, 

quando otimizado e realizado adequadamente, pode ajudar a aumentar a pureza do produto 
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final (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; GROSSHANS; SUHM; 

HUBBUCH, 2019; LOHMANN; STRUBE, 2020). Processos já estabelecidos que utilizam a 

precipitação como forma de purificação incluem o fracionamento do plasma humano 

(obtenção de proteínas do sangue como a albumina e eritropoietina) e a obtenção de insulina e 

enzimas industriais (DOS SANTOS; CARVALHO; ROQUE, 2017; HU, 2017; KILIKIAN; 

PESSOA JR., 2001; LOHMANN; STRUBE, 2020; MARTINEZ et al., 2019). No entanto, 

tendo em vista a sua capacidade de enriquecimento de produto e de redução do volume de 

processo, a técnica de precipitação despertou o interesse tanto de companhias como de 

pesquisadores como uma forma de recuperação de bioprodutos em alternativa ao uso de 

cromatografia com proteína A. De 2010 a 2017, 246 patentes utilizando precipitação para 

purificação de produtos terapêuticos foram submetidas no mundo todo, das quais, mais 

recentemente, a maioria se concentra em anticorpos e proteínas de fusão (Figura 7) 

(MARTINEZ et al., 2019). 

 

Figura 7. Patentes concedidas e publicadas, de 2010 a 2017, utilizando precipitação 

como purificação de biomoléculas. 

 

Fonte: Adaptado de Martinez et al. (2019). 

 

Dentre as vantagens apresentadas pela precipitação, citam-se o fato de esta ser uma 

técnica de baixo custo, quando comparada a metodologias de alta resolução como a 

cromatografia, e que pode ser facilmente adaptada tanto à operação batelada como contínua, 

além de ser considerado um processo rápido e capaz de lidar com grandes volumes de 

processo e altas concentrações de produto (LOHMANN; STRUBE, 2020). No caso da 

operação batelada, frequentemente utilizada para o fracionamento do plasma sanguíneo, a 
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precipitação é realizada em tanques agitados, nos quais o precipitante é lentamente adicionado 

sob constante agitação. Já para a operação contínua, reatores tubulares ou reatores espirais de 

fluxo invertido podem ser utilizados, fluindo-se precipitante e mistura a um misturador e, em 

seguida, ao longo dos tubos (MARTINEZ et al., 2019). Kateja et al. (2018), por exemplo, 

utilizaram uma plataforma contínua composta por precipitação via reator espiral de fluxo 

invertido e polimento por métodos cromatográficos para purificação de mAbs de 

sobrenadante de cultura celular clarificado, alcançando rendimento de 70-80% e concentração 

de HCP abaixo de 100 ppm. Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019), no entanto, apresentaram 

resultados promissores para uma plataforma contínua completamente não-cromatográfica, 

utilizando precipitação em reator tubular acoplada a filtração de fluxo tangencial em duas 

etapas para a purificação de mAbs provenientes de sobrenadante de cultura celular 

(rendimento de 95% e pureza de 97%). 

Uma análise econômica realizada por Hammerschmidt et al. (2014) demonstrou que o 

uso de precipitação como alternativa às técnicas cromatográficas na etapa à jusante pode levar 

a uma redução de custos relevante. Os autores avaliaram os custos de bens para a obtenção de 

mAbs em uma plataforma genérica (fed-batch/cromatografia batelada), uma plataforma 

híbrida (fed-batch/precipitação contínua) e outra completamente contínua 

(perfusão/precipitação contínua). O estudo reportou que, para uma produção em escala 

comercial de 500 kg de mAbs ao ano, a plataforma híbrida se mostrou como a opção mais 

barata, tendo especialmente os custos de capital menores que os da plataforma genérica. Os 

autores também observaram que, para uma variação do título alcançado na etapa à montante, 

a contribuição do processo à jusante nos custos de bens da plataforma genérica passou de 48% 

(título de 2 g L-1) para 73% (10 g L-1), ao passo que as plataformas híbrida e contínua 

sofreram pouca alteração com o aumento do título. Este comportamento, segundo os autores, 

pode ser explicado pelo fato de que a cromatografia e a precipitação apresentam 

comportamentos diferentes durante o scale-up: a quantidade necessária de resina 

cromatográfica depende da estequiometria entre ligantes disponíveis e moléculas de mAbs a 

serem purificadas, enquanto a quantidade de precipitante depende somente do volume de 

processo. No entanto, as plataformas utilizando precipitação se mostraram mais sensíveis a 

custos de equipe e mão-de-obra. 

A precipitação também pode ser realizada utilizando-se diversos agentes precipitantes 

que, por sua vez, agem por diferentes mecanismos (Quadro 4). Solventes orgânicos miscíveis 

em água, em especial álcoois e a acetona, promovem a precipitação de proteínas por redução 

da constante dielétrica do meio, tal como no fracionamento do soro humano pelo clássico 
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método de Cohn et al. (1946), embora possam levar à desnaturação das proteínas quando em 

baixas temperaturas. Uma outra alternativa frequentemente utilizada é a precipitação com 

polietilenoimina, no caso de macromoléculas como ácidos nucleicos e proteínas ácidas, ou a 

precipitação térmica, para enzimas expressas por sistemas bacterianos. Outros exemplos 

incluem acidificação, ácido caprílico e precipitação isoelétrica (BURGESS, 2009; KILIKIAN; 

PESSOA JR., 2001; SINGH et al., 2016).  

Por fim, a precipitação de proteínas utilizando-se altas concentrações salinas (técnica 

de salting-out) é uma opção frequentemente utilizada tanto em experimentos laboratoriais 

quanto em escala industrial, em especial com sais de citrato de sódio, sulfato de sódio e 

sulfato de amônio (KILIKIAN; PESSOA JR., 2001; LADISCH, 2001). Entretanto, quando 

estes sais são utilizados, são necessárias etapas adicionais para a sua remoção, tais como as 

operações de diálise ou gel-filtração, o que se torna uma desvantagem para o método devido 

aos custos adicionais e ao tempo despendido por estas operações. Neste sentido, outros 

agentes precipitantes que não permanecem no precipitado após seu uso podem ser utilizados, 

tal como o polietilenoglicol (PEG). 

 

Quadro 4. Mecanismos de ação e aplicações reportadas para diferentes agentes 

precipitantes. 

Precipitante 
Mecanismo de 

precipitação 

Impurezas 

separadas 
Aplicações Referência 

Solventes 

orgânicos: etanol, 

metanol, 

isopropanol, 

acetona 

Redução da 

constante 

dielétrica do 

meio 

Biopolímeros, 

HCPs, DNA, 

proteases, 

impurezas de 

pigmentação 

Fracionamento do 

plasma; purificação 

de mAbs, lacase 

extracelular e 

ramnolipídeos de 

caldos de cultura 

celular/fermentação 

Kilikian e Pessoa 

Jr. (2001), Cohn 

et al. (1946), 

Singh et al. 

(2016), Invally, 

Sancheti e Ju 

(2019), 

Tscheliessnig et 

al. (2014), Bryjak 

e Rekuć (2010), 

Hammerschmidt 

et al. (2015) 

Continua 
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Cont. Quadro 4. 

Polietilenoimina 
Atração 

eletrostática 

DNA, ácidos 

nucleicos, 

depleção de BSA 

Obtenção de ácidos 

nucleicos, 

proteínas ácidas e 

recombinantes; 

purificação de 

caldo fermentativo 

de Saccharomyces 

cerevisiae 

Burgess (2009), 

Wibowo et al. 

(2017), Cordes, 

Sims e Glatz 

(1990), Sieberz et 

al. (2017) 

Ácido caprílico 

Coagulação e 

neutralização de 

carga 

HCPs, 

agregados, 

inativação de 

vírus não-

envelopados e 

envelopados, 

DNA 

Purificação de 

proteínas de fusão 

e mAbs de cultura 

celular; obtenção 

de IgG humana do 

plasma 

Singh et al. 

(2016), Herzer et 

al. (2015), Trapp 

et al. (2018), 

Parkkinen et al. 

(2006), Kateja et 

al. (2016) 

Sais 

convencionais 

(sulfato, 

poliacrilato e 

citrato de sódio; 

sulfato de 

amônio) e sais 

voláteis 

(carbamato de 

amônio) 

Redução da 

disponibilidade 

de moléculas de 

água (salting-

out) 

HCPs, DNA, 

depleção de BSA 

Purificação de 

proteínas 

recombinantes, 

mAbs de cultura 

celular e ascite, 

ficobiliproteína de 

microalgas 

Kilikian e Pessoa 

Jr. (2001), 

Wibowo et al. 

(2017), Bresolin, 

Bresolin e Pessoa 

Jr. (2015), 

Handlogten et al. 

(2013), Martins 

et al. (2021), 

Balasundaram, 

Sachdeva e 

Bracewell 

(2011), Carvalho 

et al. (2017a) 

Continua 
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Cont. Quadro 4. 

Cloreto de cálcio 

Formação de sais 

insolúveis de 

cálcio 

Impurezas 

hidrofílicas e 

hidrofóbicas, 

HCPs, DNA, 

agregados 

Purificação de 

ramnolipídeos em 

caldos de 

fermentação, mAbs 

de cultura celular 

Invally, Sancheti 

e Ju (2019), 

Tscheliessnig et 

al. (2014), 

Hammerschmidt 

et al. (2015), 

Sommer et al. 

(2014), Kateja et 

al. (2016) 

Ligantes de 

afinidade 

(polipeptídeos do 

tipo elastina, 

haptenos 

trivalentes) 

Reconhecimento 

seletivo com 

posterior 

perturbação do 

ambiente (pH ou 

temperatura) 

HCPs, DNA 

Purificação de 

mAbs de cultura 

celular e ascite   

Bhat et al. 

(2021), Sheth et 

al. (2014), 

Swartz et al. 

(2018), 

Handlogten et al. 

(2013), Hilbrig e 

Freitag (2003) 

PEG 

Interações 

hidrofóbicas por 

exclusão estérica 

HCPs, impurezas 

de alta massa 

molecular, 

ligantes de 

proteína A 

desprendidos, 

DNA 

Purificação de 

mAbs em cultura 

celular 

Singh et al. 

(2016), Sommer 

et al. (2014), 

Hammerschmidt 

et al. (2016), 

Burgstaller, 

Jungbauer e 

Satzer (2019), 

Knevelman 

(2010), 

Kuczewski et al. 

(2011), Giese et 

al. (2013) 

Continua 
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Cont. Quadro 4. 

Cátions metálicos 

bivalentes (Zn2+, 

Cu2+, Ca2+) 

Interação de 

afinidade entre 

íons e grupos 

presentes na 

superfície 

proteica 

HCPs, impurezas 

de alta massa 

molecular, DNA 

Purificação de 

mAbs, uroquinase 

suína, interleucina-

1 β e análogo 

FK2P de ativador 

de plasminogênio 

tecidual em cultura 

celular 

Burgstaller, 

Jungbauer e 

Satzer (2019), Li 

et al. (2019),  

Dutra et al. 

(2020), Jaquez, 

Gronke e 

Przybycien 

(2010), Zaworski 

e Gill (1988)  

 

3.3.2 Agentes de precipitação: PEG e Zn2+ 

O PEG (C2nH4n+2On+1) é um polímero polar, neutro, não-desnaturante e solúvel em 

água, que possui um mecanismo de precipitação de proteínas que pode ser compreendido 

qualitativamente em termos de uma exclusão de moléculas presentes na camada de 

hidratação. Dado que as moléculas de PEG passam a competir pelas moléculas de água 

presentes na solução, a superfície das proteínas, com sua camada de hidratação desfalcada, se 

torna desestabilizada, o que favorece a formação de clusters de proteínas e, por sua vez, a 

precipitação destes agregados (INGHAM, 1990; SINGH et al., 2016). Segundo o estudo 

realizado por Atha e Ingham (1981), este comportamento pode ser descrito na forma da 

Equação (1), a qual demonstra que a solubilidade das proteínas decresce exponencialmente 

com o aumento da concentração de PEG na solução. No entanto, Ingham (1990) aponta que o 

incremento de PEG necessário para promover a redução de solubilidade de uma dada proteína 

é único para cada par proteína-polímero, de forma que se torna necessário conhecer e avaliar 

também as condições ótimas de precipitação da proteína em estudo. 

 

 (1) 

 

Na Equação (1), S representa a solubilidade da proteína na presença de PEG a uma 

concentração C (%, massa por volume), com S0 sendo a solubilidade intrínseca aparente da 

proteína quando a concentração de PEG vai a zero. O parâmetro β, por sua vez, é ajustável de 

acordo com os dados obtidos, sendo relativamente estável perante variações de pH e força 

iônica, mas notoriamente dependente da massa molecular do PEG em casos de até 6000 g 

mol-1 – embora um estudo apresentando a influência do tamanho das impurezas presentes 
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sobre a desestabilização das proteínas em uma precipitação com PEG tenha sido reportado 

recentemente (GROSSHANS; SUHM; HUBBUCH, 2019). Além disso, visto que a 

precipitação com PEG se dá por um mecanismo de exclusão estérica, proteínas de maior 

tamanho precipitam mais facilmente que proteínas menores, dado que possuem uma área de 

superfície maior e mais exposta ao processo de desestabilização (INGHAM, 1990; SINGH et 

al., 2016).  

Desta forma, tendo em vista sua baixa tendência de desnaturar proteínas, mesmo a 

altas concentrações, e o fato de ser mais dependente do tamanho do polímero e da proteína do 

que das condições da solução, a precipitação com PEG chamou a atenção como forma de 

recuperação de moléculas proteicas em misturas complexas, embora o uso desta técnica como 

forma de precipitação direta de impurezas também tenha sido reportado (GIESE et al., 2013; 

KNOLL; HERMANS, 1981). Além disso, a precipitação com PEG também exibe uma rápida 

cinética de precipitação, suportando a operação em modo contínuo por ser mais econômica e 

permitindo o uso de equipamentos de uso único em menor escala, sendo que a remoção do 

polímero pode ser realizada por centrifugação, microfiltração ou ultrafiltração 

(BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et al., 2020; 

HAMMERSCHMIDT; HOBIGER; JUNGBAUER, 2016; INGHAM, 1990; JUNGBAUER, 

2013; LAIN et al., 2010; RATHORE et al., 2015). 

A prática de recuperação de proteínas com PEG foi introduzida pelo estudo de Polson 

et al. (1964), que realizaram o fracionamento de uma mistura proteica aquosa, e logo emergiu 

na academia como forma alternativa de obtenção de proteínas do plasma sanguíneo 

(SCHNEIDER et al., 1975; VIIKARI, 1976; VILA et al., 1985). No entanto, nos últimos 10 

anos, a técnica de precipitação com PEG tem recebido interesse no que diz respeito à 

purificação de anticorpos monoclonais ou recombinantes, moléculas conhecidas por 

possuírem alta massa molecular e demanda no mercado (BURGSTALLER; JUNGBAUER; 

SATZER, 2019; HAMMERSCHMIDT et al., 2014; HAMMERSCHMIDT; HOBIGER; 

JUNGBAUER, 2016; SOMMER et al., 2014). 

O uso de precipitação com PEG, combinado com outros agentes precipitantes, para a 

obtenção de mAbs em sobrenadantes de cultura celular vem apresentando resultados 

promissores. Por exemplo, Sommer et al. (2014) utilizaram uma combinação de precipitação 

com PEG e CaCl2, a fim de precipitar impurezas presentes no meio e também os próprios 

anticorpos de interesse em etapas diferentes, alcançando rendimentos de 80-95% e pureza, 

segundo os autores, comparável ao método de cromatografia com proteína A. Mais 

recentemente, Sommer et al. (2015) também reportaram que o uso combinado de PEG com 
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ácido caprílico levava a rendimentos de cerca de 80% e uma redução de 70-100 vezes na 

concentração de HCPs em sobrenadantes de cultura celular. Hammerschmidt, Hobiger e 

Jungbauer (2016), por outro lado, testaram uma plataforma contínua de purificação de 

anticorpos recombinantes utilizando a técnica de precipitação sequencial com PEG a 

diferentes valores de pH, de forma a provocar a precipitação de impurezas (a baixos valores 

de pH e baixas concentrações de PEG) e, em seguida, do produto (com aumento do pH e 

maiores concentrações de PEG). Os autores reportaram rendimentos de 86-94% e uma 

redução de cerca de 90% para HCPs, observando 0,9-3,8% de impurezas de alta massa 

molecular no precipitado. 

Conforme reportado nesta mesma seção e na seção 3.3.1, os precipitados resultantes 

da precipitação com PEG podem ser recuperados tanto por centrifugação como por filtração. 

No entanto, especialmente no caso de precipitações contínuas, a centrifugação pode levar à 

compactação do precipitado e a forte agitação necessária para sua ressolubilização (lenta e 

com variação no seu tempo de processamento) reduz o rendimento do processo, visto que 

causa a desnaturação de proteínas e a formação de agregados proteicos (BURGSTALLER; 

JUNGBAUER; SATZER, 2019; HAMMERSCHMIDT; HOBIGER; JUNGBAUER, 2016). 

Além disso, Kuczewski et al. (2011) observaram que, mesmo quando precipitados de 

precipitações em batelada eram removidos por centrifugação, HCPs presentes nos volumes 

intersticiais eram carregadas junto com o produto e, consequentemente, ressolubilizadas junto 

com este, ao passo que a lavagem durante o processo de microfiltração removeu estas 

impurezas restantes. Os autores também não observaram a formação de agregados devido à 

tensão imposta pela microfiltração. Desta forma, há uma tendência em se migrar do uso de 

centrifugação, quando possível, para o uso de filtrações com membranas para a recuperação 

de precipitados em geral.  

No entanto, é conhecido que a adição de PEG a misturas líquidas aumenta a sua 

viscosidade, o que se torna um problema para processos sensíveis a variações de pressão e de 

fluxo, tal como no caso de filtração por membranas. Esta viscosidade se torna mais visível 

conforme maior a massa molecular do polímero, chegando a alcançar valores de 65 mPa s 

(PEG 1000 g mol-1), 232,3 mPa s (PEG 3350 g mol-1) e 968,1 mPa s (PEG 8000 g mol-1) para 

soluções de mesma concentração (50% em massa) e temperatura (277 K) (GONZALEZ-

TELLO; CAMACHO; BLAZQUEZ, 1994). Ingham (1990) chegou a reportar em seu trabalho 

que o uso de PEG com massa molecular entre 4000 e 6000 g mol-1 se torna preferível para a 

precipitação de proteínas, visto que o uso de massas moleculares superiores leva a um 

aumento de viscosidade do sistema sem redução apreciável da solubilidade das proteínas – 
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contudo, soluções com concentração superior a 12% de PEG 6000 g mol-1 não possuem mais 

valores de viscosidade considerados aceitáveis em processos à jusante na indústria 

farmacêutica, de forma que se torna desejável permanecer abaixo deste limite em termos de 

concentração de PEG utilizada (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019). Desta 

forma, devido à sua capacidade de precipitar proteínas, trabalhos recentes investigaram e 

demonstraram que a inclusão de íons Zn2+ reduz a quantidade necessária de PEG a ser 

adicionada para completa precipitação do produto, sem alteração relevante do rendimento ou 

da viscosidade do sistema (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et 

al., 2020). 

Na década de 1950, diversos trabalhos reportaram o uso de íons Zn2+ como possível 

agente precipitante para proteínas do plasma (COHN et al., 1950; GURD; MURRAY, 1954; 

ISLIKER; ANTONIADES, 1955). O mecanismo postulado sugere que íons metálicos como o 

Zn2+ possuem a capacidade de precipitar proteínas por meio de uma interação entre íon 

metálico e grupos presentes na superfície proteica, predominantemente histidinas e, em menor 

grau, cisteínas e triptofanos, formando agregados que levam à precipitação da proteína. Além 

disso, a presença de um número elevado de sítios de ligação para íons metálicos na superfície 

de imunoglobulinas acelera a taxa de precipitação no caso destas moléculas (DUTRA et al., 

2020; IYER; PRZYBYCIEN, 1995). Este tipo de precipitação por afinidade metálica com 

zinco chegou a ser testado para proteínas provenientes tanto do plasma sanguíneo quanto de 

sobrenadantes de cultura celular (DUTRA et al., 2020; NIFONG; GERHARD, 2002; 

ZAWORSKI; GILL, 1988).  

Tendo em vista a baixa viscosidade das soluções de sais de zinco (próximas de 1 mPa 

s, valor associado à viscosidade da água), a estratégia de utilizar a precipitação por PEG em 

conjunto com íons Zn2+, a fim de reduzir a quantidade necessária de PEG a ser adicionada 

sem prejudicar o rendimento do sistema, passou a ser investigada por diversos pesquisadores. 

Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019), por exemplo, propuseram uma plataforma contínua 

para purificação de mAbs de cultura celular, utilizando precipitação contínua com PEG e 

ZnCl2 combinados como forma de captura, seguida de filtração de fluxo tangencial, conforme 

comentado na seção 3.3.1. Os autores observaram que uma combinação de PEG 6000 g mol-1, 

a 7% em massa, com solução 2 mmol L-1 de ZnCl2 precipitava mais de 99% dos anticorpos 

presentes na amostra de sobrenadante. Li et al. (2019) também propuseram uma plataforma 

contínua completamente não-cromatográfica para a purificação de mAbs provenientes de 

cultura celular, utilizando precipitação contínua (PEG e ZnCl2) seguida de filtração de fluxo 

tangencial, no entanto acoplando um estágio de centrifugação em contracorrente também para 
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reduzir o consumo de tampão e aumentar a remoção de HCPs, Estes autores, por sua vez, 

observaram que o uso de PEG 3350 g mol-1 7% e 10 mmol L-1 de ZnCl2 levou a um 

rendimento acima de 97% para a etapa de precipitação, com precipitados que permaneceram 

estáveis por pelo menos 24 h. 

Dutra et al. (2020), por sua vez, estudaram a precipitação de anticorpos recombinantes 

utilizando somente ZnCl2, sem adição de PEG, seguida de diafiltração e verificaram 

rendimentos de 80-100% após a etapa de precipitação. Além disso, os autores também 

realizaram testes de viscosidade dinâmica e compararam os valores obtidos para diferentes 

métodos de precipitação reportados: no caso, de Sommer et al. (2014) (que utilizaram solução 

14% PEG 6000 g mol-1) e de Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019) (solução de 7% PEG 

6000 g mol-1 com 2 mmol L-1 de ZnCl2, conforme descrito anteriormente). Os resultados 

foram de aproximadamente 6,5 mPa s, para Sommer et al. (2014), e 3 mPa s para Burgstaller, 

Jungbauer e Satzer (2019), ao passo que seus próprios métodos resultaram em uma 

viscosidade dinâmica de aproximadamente 1 mPa s, o que corresponde ao valor de 

viscosidade verificado para o sobrenadante de cultura celular utilizado. Torna-se evidente, 

portanto, que a adição de Zn2+ contribui para o decréscimo da viscosidade do sistema, 

reduzindo assim os custos do processo. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

A presente seção apresenta as matérias-primas e os métodos utilizados para a execução 

deste trabalho, incluindo as técnicas analíticas adotadas. Ao longo desta seção e do restante do 

trabalho (seções 5 e 6), todas as concentrações dadas em porcentagem são dadas em termos de 

massa por volume (m/v), a menos que o contrário seja especificado. 

 

4.1 Materiais 

Como material de partida, foi utilizado sobrenadante de cultura celular contendo IgG1 

de camundongo monoclonal do tipo anti-IgG humana, isto é, anticorpos anti-IgG monoclonais 

que reconhecem IgG humana total, independente do antígeno para o qual esta foi produzida. 

Este sobrenadante foi produzido e gentilmente fornecido pela empresa Rheabiotech Anticorpo 

LTDA (Campinas, Brasil), com concentração média de 5 μg mL-1 de mAbs anti-IgG humana. 

Estes mAbs foram produzidos a partir do cultivo de hibridomas secretores em meio 

quimicamente definido (RPMI 1640), com suplementação de soro fetal bovino e aminoácidos 

(Sigma Aldrich, EUA). Como agentes precipitantes, foram utilizados ZnCl2 (Merck, 

Alemanha) e politetilenoglicol (PEG) de diferentes massas moleculares (4000 e 6000 g mol-1, 

chamados de PEG4000 e PEG6000; Merck, Alemanha). Para a realização da curva de 

calibração na quantificação dos anticorpos, foi utilizada uma solução comercial de IgG 

humana com pureza mínima de 98% (CSL Behring). 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Preparo de soluções tampão e agentes precipitantes 

4.2.1.1 Preparo de soluções tampão 

Todas as soluções tampão utilizadas para ensaios de precipitação foram preparadas em 

água destilada e ajustadas para o pH desejado com auxílio de um pHmetro (Tecnal, Brasil). 

Três tampões de fosfato de sódio 50 mmol L-1 foram preparados a partir da combinação de 

fosfato de sódio monobásico anidro (Synth, Brasil) e fosfato de sódio bibásico anidro (Synth, 

Brasil), ambos a 50 mmol L-1. Cada tampão foi ajustado para um valor de pH diferente (6, 7 e 

8) utilizando-se das próprias soluções de fosfato de sódio monobásico e bibásico. Três 

tampões de Tris-HCl também foram preparados, estes a partir de uma solução-mãe de Tris-

(hidroximetil)-aminometano 50 mmol L-1 (Merck, Alemanha) e ajustados com solução HCl 1 

mol L-1 para o pH desejado (7, 8 e 9). 

 



48 

 

4.2.1.2 Avaliação de interferência da solução tampão 

Ensaios de avaliação da interferência dos tampões no sistema de precipitação, na 

ausência de material de partida, foram realizados em microtubos de ensaio ou béqueres de 100 

mL, a depender do que permitisse uma melhor visualização. Um volume de 1 mL de cada 

tampão citado na seção 4.2.1.1 foi adicionado ao recipiente escolhido e, em seguida, 

quantidades apropriadas de solução estoque PEG6000 40% em água destilada e/ou de solução 

estoque ZnCl2 100 mmol L-1, também em água, foram adicionados para alcançar as 

concentrações desejadas, sem se fixar um mesmo valor de volume final para os testes. Foram 

adotadas as concentrações de 16% para PEG6000, 16 mmol L-1 para ZnCl2, e 3 mmol L-1 para 

ZnCl2 em combinação com PEG6000 16%, todas determinadas a partir das faixas de 

concentração adotadas na seção 4.2.3.1. Os experimentos foram realizados a temperatura 

ambiente e a presença de turbidez foi avaliada visualmente. 

 

4.2.1.3 Preparo de soluções estoque de agente precipitante 

Foram preparadas soluções estoque de PEG a 40% em tampão, de forma a haver um 

total de seis soluções estoque de PEG6000 (em três valores diferentes de pH de fosfato de 

sódio e de Tris-HCl) e mais seis soluções estoque de PEG4000 (nas mesmas condições). A 

solução estoque de ZnCl2, por sua vez, foi preparada em água ultrapura e a uma concentração 

de 100 mmol L-1. 

 

4.2.2 Estudo cinético dos agentes precipitantes 

Ensaios cinéticos avaliando tempo de precipitação (20, 60, 180 e 360 min) e 

temperatura de incubação (4, 25 e 35°C) para os mAbs do material de partida foram 

realizados. A avaliação foi realizada para os três agentes precipitantes citados na seção 0, 

adotando-se uma concentração fixa de 16% para PEG4000 e PEG6000 e de 16 mmol L-1 para 

ZnCl2. Tampão Tris-HCl a pH 7 foi adotado para todas as condições. Os experimentos foram 

realizados em microtubos de plástico de 1,5 mL e em duplicata, adicionando-se 250 μL de 

material de partida e quantidades apropriadas de tampão e agente precipitante de forma a 

atingir as concentrações adotadas e um volume final de 500 μL.  

Os experimentos foram realizados em ambientes de temperatura controlada, 

utilizando-se de uma estufa (25 e 35°C; Infors AG, Suíça) ou uma geladeira (4°C), sempre em 

duplicata. Para cada temperatura adotada e cada tipo de agente precipitante testado, 8 

microtubos de mesma composição foram preparados e colocados sob agitação em um agitador 

end-over-end (Thermo Scientific, EUA) ao mesmo tempo, a 10 rpm. Conforme os tempos 
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predeterminados eram alcançados, dois tubos eram recolhidos, centrifugados a temperatura 

ambiente por 15 min a 3500 rpm (modelo de centrífuga 80-2B. Centribio, Brazil) e os 

sobrenadantes, separados do precipitado com o auxílio de pipetas automáticas. Em seguida, 

esses sobrenadantes foram filtrados com filtro seringa de 0,45 μm (Chromastore, Brasil) e 

imediatamente quantificados por meio de cromatografia de afinidade analítica com proteína A 

imobilizada em matriz sólida em HPLC (Shimadzu, Japão; condições descritas na seção 

4.2.4.2). O rendimento de mAbs obtido em cada tubo foi calculado pela Equação (2) e 

utilizado para avaliar a eficiência de cada condição estudada. 

 

 (2) 

Em que R representa o rendimento de mAbs precipitados, Ci é a concentração de 

mAbs obtida no sobrenadante para a condição i e C0 é a concentração de mAbs no material de 

partida antes da precipitação. 

 

4.2.3 Ensaios de precipitação 

4.2.3.1 Curvas de solubilidade 

As curvas de solubilidade foram obtidas por meio de ensaios em microtubos de 

plástico de 1,5 mL, variando a concentração de PEG4000 e PEG6000 entre 0 e 16% (m/v) e 

de ZnCl2 entre 0 e 16 mmol L-1, a partir das soluções estoque, conforme Burgstaller, 

Jungbauer e Satzer (2019) e Dutra et al. (2020), respectivamente. A combinação de PEG e 

ZnCl2 como agentes precipitantes em um mesmo sistema também foi estudada por meio da 

adição fixa de 1, 2 e 3 mmol L-1 de ZnCl2 (faixa de concentração determinada 

experimentalmente nas seções 5.1 e 5.2) a diferentes concentrações de PEG6000 (0 a 16%). A 

cada microtubo, adicionou-se um volume de 250 μL de material de partida e quantidades 

apropriadas de tampão e agente precipitante de forma a alcançar a concentração desejada de 

agente precipitante e um volume final de 500 μL. A fim de estudar a influência do tampão e 

pH no comportamento das curvas de solubilidade, foram utilizados tampão fosfato de sódio 

50 mmol L-1, com pH 6, 7 e 8, e tampão Tris-HCl 50 mmol L-1, com pH 7, 8 e 9, para o 

preparo dos microtubos. Todos os experimentos foram realizados em duplicata. 

Uma vez preparados, os microtubos foram imediatamente colocados sob agitação em 

agitador end-over-end (Thermo Scientific, EUA), a 10 rpm por 20 min (tempo determinado 

pelos métodos da seção 4.2.2), em temperatura controlada de 25°C em uma estufa (Infors AG, 

Suíça; também determinada pelos métodos da seção 4.2.2). Em seguida, os microtubos foram 
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centrifugados a temperatura ambiente por 15 min a 3500 rpm (modelo de centrífuga 80-2B. 

Centribio, Brazil) e os sobrenadantes, separados do precipitado com o auxílio de pipetas 

automáticas. Os precipitados foram todos descartados. Os sobrenadantes foram filtrados com 

filtro seringa de 0,45 μm (Chromastore, Brasil) e quantificados por meio de cromatografia de 

afinidade analítica com proteína A imobilizada em suporte sólido em HPLC (Shimadzu, 

Japão). O rendimento de mAbs obtido em cada microtubo foi determinado pela Equação (2). 

Visto que a solubilidade S de um analito é dada em mg analito mg-1 solução, e que soluções 

aquosas e/ou contendo PEG de massa molecular entre 3350 e 8000 g mol-1 em concentrações 

de 10-20% possuem massa específica de aproximadamente 1 mg mL-1 a temperatura ambiente 

(20 a 25°C), S foi aproximado para mg analito mL-1 solução, portanto, para o mesmo valor de 

concentração de analito (mAb) detectada (GONZALEZ-TELLO; CAMACHO; BLAZQUEZ, 

1994; LIDE, 2005). 

 

4.2.3.2 Precipitação em batelada  

Nas condições que proporcionaram maior rendimento (concentrações de PEG, 

PEG/ZnCl2 ou ZnCl2, pH e tampão), foram realizadas precipitações em batelada, a fim de 

estudar o rendimento e a pureza dos precipitados. Os testes foram realizados em tubos 

plásticos de 15 mL, adicionando-se, a cada tubo, 2 mL de material de partida e quantidades 

apropriadas de tampão e agente precipitante, de forma a alcançar a concentração desejada de 

agente precipitante e um volume final de 4 mL. Uma vez preparados, os tubos foram 

imediatamente colocados sob agitação em agitador end-over-end (Thermo Scientific, EUA), a 

10 rpm por 20 min, em temperatura controlada de 25°C em uma estufa (Infors AG, Suíça). 

Em seguida, os tubos foram centrifugados a temperatura ambiente por 20 min a 4000 rpm 

(modelo de centrífuga 80-2B. Centribio, Brazil) e os sobrenadantes, separados do precipitado 

com o auxílio de pipetas automáticas.  

 A ressuspensão dos precipitados foi otimizada por meio de um planejamento fatorial 

completo 2k com a adição de pontos centrais, sendo pH e a razão de diluição (RD) adotados 

na ressuspensão dos precipitados os seus fatores (portanto, k = 2). O rendimento e a pureza 

com relação ao conteúdo proteico destes precipitados foram escolhidos como as variáveis de 

resposta (ou dependentes). As matrizes utilizadas no planejamento estão presentes na Tabela 

1, cujas condições de precipitação indicadas para cada caso foram determinadas pelos 

métodos da seção 4.2.3.1. Vale salientar que a nomenclatura RD 1 se refere a RD do tipo 1:1, 

RD 2 refere-se a 1:2 e RD 3, a 1:3. Os dados das variáveis dependentes foram todos testados 

para verificar a sua normalidade e as tabelas com seus resultados, bem como as tabelas 
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ANOVA resultantes da determinação dos modelos, podem ser encontradas no Apêndice II. 

Como tampões de ressuspensão, foram utilizados tampão acetato 0,1 mol L-1 (pH 3,5-6, para 

precipitados obtidos por precipitação utilizando ZnCl2, com ou sem PEG) ou tampão fosfato 

de sódio 50 mmol L-1 (pH 6-8, para precipitados obtidos por precipitação utilizando apenas 

PEG) nas proporções de diluição de 1:1, 1:2 e 1:3. Estes tampões foram selecionados com 

base na literatura reportada acerca de precipitações de anticorpos envolvendo esses dois 

agentes precipitantes (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et al., 

2020; SOMMER et al., 2014). As amostras ressuspensas foram previamente centrifugadas a 

fim de verificar a total ressuspensão do precipitado ou não (realizando-se a separação entre 

precipitado e sobrenadante, em caso negativo) e analisadas em HPLC (Shimadzu, Japão) para 

determinação do rendimento e da pureza com relação ao conteúdo proteico dos precipitados 

(Equações (2) e (3), respectivamente). Os resultados foram avaliados para o desenho 

experimental por meio do programa Statistica (Tibco, EUA). 

 

Tabela 1. Planejamento experimental aplicado para a ressuspensão de precipitados 

obtidos por precipitação com PEG6000 14% e com PEG6000 12%/ZnCl2 3 mmol L-1. 

 Precipitação com PEG6000 14% 
Precipitação com PEG6000 12% e 

ZnCl2 3 mmol L-1 

Ensaio pH RD pH RD 

1 -1 6 -1 1 -1 3,5 -1 1 

2 1 8 -1 1 1 6 -1 1 

3 -1 6 1 3 -1 3,5 1 3 

4 1 8 1 3 1 6 1 3 

5 0 7 0 2 0 5 0 2 

6 0 7 0 2 0 5 0 2 

7 0 7 0 2 0 5 0 2 

 

4.2.4 Métodos analíticos 

4.2.4.1 Preparo de fases móveis e amostras para HPLC 

Como fases móveis, foram utilizados solução de tampão fosfato de sódio 20 mmol L-1 

a pH 7 e NaCl 150 mmol L-1 (fase móvel A) e solução de HCl 12 mmol L-1 e NaCl 150 mmol 

L-1 (fase móvel B). A fase móvel A foi preparada a partir da combinação de solução de 

fosfato de sódio monobásico 20 mmol L-1 e cloreto de sódio 150 mmol L-1 (Synth, Brasil), e 

de outra solução de fosfato de sódio bibásico 20 mmol L-1 e cloreto de sódio 150 mmol L-1. O 

ajuste de pH foi feito pela combinação das próprias soluções e com auxílio de um pHmetro 
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(Tecnal, Brasil). Já a fase móvel B foi preparada a partir da adição de HCl 37% (Synth, 

Brasil) a uma solução de NaCl 150 mmol L-1. Todas as soluções foram preparadas em água 

ultrapura e as fases móveis, filtradas em sistema de filtração (Rocker, Brasil) antes de serem 

utilizadas. Antes de serem injetadas, todas as amostras provenientes dos ensaios de 

precipitação foram filtradas com filtro seringa de 0,45 μm (Chromastore, Brasil) e 

armazenadas em vials de vidro de HPLC. 

 

4.2.4.2 Cromatografia de afinidade com proteína A em HPLC 

As concentrações de mAbs nas amostras foram determinadas utilizando cromatografia 

de afinidade por proteína A analítica, como descrito em Burgstaller, Jungbauer e Satzer 

(2019), em sistema de HPLC-UV-Vis (Shimadzu, Japão). Foi utilizada uma coluna analítica 

POROS A (2,1 × 30 mm, 0,1 mL; tamanho de partícula de 20 μm, com partículas de 

poliestireno divinilbenzeno com capacidade dinâmica de 25 a 30 mg mL-1 para IgG humana; 

Thermo Scientific, EUA) imobilizada com proteína A recombinante. Uma de vazão 2 mL 

min-1 foi utilizada para todas as etapas, utilizando-se 10 volumes de coluna (CV) de fase 

móvel A para lavagem da coluna, 20 CV de fase móvel B para eluição e 30 CV de fase móvel 

A para reequilíbrio da coluna, com durações demonstradas na Tabela 2 para cada etapa. Para a 

curva analítica, foi utilizada solução de anticorpo com elevada pureza (CSL Behring) em 

concentração variando de 0 a 0,1 mg mL-1, cuja curva de calibração pode ser encontrada no 

Apêndice I, Equação (11). Os resultados foram analisados pela integração dos picos usando o 

software LCSolution (Shimadzu, Japão) e os rendimentos, calculados por meio da Equação 

(2). 

 

Tabela 2. Tempo e composição de fase móvel para cada etapa cromatográfica (em 

cromatografia de afinidade com proteína A em HPLC). 

  Composição de fase móvel utilizada (%) 

Etapa Tempo (min) Fase móvel A Fase móvel B 

Lavagem 
0,01 100 0 

1,00 100 0 

Eluição 
1,01 0 100 

2,00 0 100 

Reequilíbrio 
2,01 100 0 

3,00 100 0 
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4.2.4.3 Cromatografia por exclusão de tamanho (SEC) 

As estimativas de pureza com relação ao conteúdo proteico foram determinadas por 

cromatografia por exclusão de tamanho em sistema de HPLC-UV-Vis, conforme Burgstaller, 

Jungbauer e Satzer (2019). Foi utilizada uma coluna TSKgel® G3000SWXL HPLC (tamanho 

de partícula 5 μm, 7,8 × 300 mm; Tosoh Bioscience, Japão) em combinação com uma pré-

coluna TSKgel SWXL (tamanho de partícula 7 μm, 6,0 × 40 mm; Tosoh Bioscience, Japão). 

Uma vazão de 0,4 mL min-1 de fase móvel A foi utilizada para todas as etapas, em fluxo 

isocrático. As absorbâncias a 280 nm foram registradas e os resultados, avaliados utilizando 

software LCSolution (Shimadzu, Japão), sendo que os valores de pureza foram estimados a 

partir da Equação (3). 

 

 
(3) 

 

Em que P representa a pureza dos mAbs precipitados com relação ao seu conteúdo 

proteico, Apico mAb é a área sob o pico associado ao mAb no cromatograma, e Apico i é a área sob 

cada pico i detectado durante a corrida. 

 

4.2.4.4 Determinação da viscosidade 

Para determinação da viscosidade de amostras de material ressuspenso, foi utilizado 

um reômetro modular compacto MCR 92 (Anton Paar, Áustria) com geometria de placas 

paralelas de 50 mm de diâmetro. As medidas foram realizadas a 25°C, variando a taxa de 

cisalhamento de 0 a 525 s-1, e a Equação (4) (resultante do desenvolvimento da Lei de 

Potência) foi ajustada aos dados com auxílio do programa Microsoft Excel (Microsoft, EUA). 

 

 (4) 

 

 Em que μ representa a viscosidade dinâmica, k representa o índice de consistência, n é 

o índice de comportamento de fluxo e  é a taxa de cisalhamento aplicada, com σ sendo a 

tensão de cisalhamento.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Avaliação de interferência da solução tampão 

A fim de investigar a possibilidade de interação entre os agentes precipitantes e as 

soluções tampão adotadas, mesmo na ausência de sobrenadante de cultura celular, 

experimentos qualitativos foram realizados avaliando-se a formação de precipitados em 

misturas de agente precipitante e tampão. PEG4000 não foi testado, visto que sua composição 

é similar à de PEG6000, possuindo apenas uma massa molecular menor. Desta forma, 

PEG6000 e ZnCl2 foram testados separadamente e também em combinação para todos os 

tampões descritos na seção 4.2.3.1, i.e., tampão fosfato de sódio (pH 6 a 8) e Tris-HCl (pH 7 a 

9). As concentrações de agente precipitante foram definidas com base na concentração 

máxima presente na faixa de concentração adotada na seção 4.2.3.1. Os resultados observados 

estão resumidos no Quadro 5. 

 

Quadro 5. Resultados observados para misturas de PEG6000, ZnCl2 e tampões fosfato 

de sódio e Tris-HCl a diferentes valores de pH. 

 Fosfato de sódio 50 mmol L-1 Tris-HCl 50 mmol L-1 

Agente precipitante pH 6 pH 7 pH 8 pH 7 pH 8 pH 9 

PEG 6000 16% - - - - - - 

ZnCl2 16 mmol L-1 + + + - + + 

PEG 6000 16%/ZnCl2 3 mmol L-1 + + + - + + 

Legenda: -, sem precipitado observado; +, precipitado observado. 

  

O Quadro 5 indica que, tanto para tampão fosfato de sódio quanto para tampão Tris-

HCl, a todos os valores de pH sugeridos, o uso de PEG6000 não resultou em nenhuma 

alteração aparente nas soluções, que permaneceram límpidas. No entanto, o uso de ZnCl2 

(com ou sem PEG6000 adicionado) levou, na maioria dos casos, ao turvamento das soluções 

com formação de precipitado branco. No caso de misturas envolvendo tampão fosfato de 

sódio, esse resultado pode ser justificado pela formação de fosfato de zinco a partir da reação 

entre íons Zn2+ e fosfato de sódio bibásico, representada pela Equação (5) (VOGEL, 1981).  

 

 (5) 

 

A olho nu, não foram observadas diferenças de turbidez com o aumento ou decréscimo 

de pH nas misturas de tampão fosfato de sódio e ZnCl2. Segundo Vogel (1981), à exceção de 

casos em que íons NH4 estejam presentes, nos quais precipita-se fosfato de zinco e amônio 



55 

 

(Zn(NH4)PO4), a Equação (5) não apresenta nenhuma dependência com relação ao pH do 

sistema. No entanto, Krężel e Maret (2016) afirmam em seu trabalho que, quando íons Zn2+ 

estão presentes em solução de tampão fosfato de sódio, ZnHPO4 é primeiramente formado e 

então, a depender do pH e da concentração de íons Zn2+ no sistema, formam-se Zn(OH)2 ou 

Zn3(PO4)2, ambos insolúveis. Dessa forma, é possível que nuances de turbidez causadas por 

variação de pH neste caso não tenham sido detectadas por se tratar de uma avaliação feita a 

olho nu, porém, caso estas estivessem presentes, de fato não eram evidentes. Infere-se, 

portanto, que tampão fosfato de sódio não se mostra adequado para precipitações envolvendo 

ZnCl2, dado que sua combinação resulta na produção de subprodutos indesejados, o que reduz 

a pureza do precipitado e a quantidade de íons Zn2+ disponíveis para a precipitação das 

proteínas. Por estes motivos, este tampão não foi testado para nenhuma precipitação 

envolvendo ZnCl2.  

Diferentemente do observado para as misturas envolvendo tampão fosfato de sódio, os 

experimentos realizados com tampão Tris-HCl na presença de ZnCl2 resultaram em uma 

evidente diferença de turbidez conforme variação de pH do tampão. Estas diferenças podem 

ser observadas na Figura 8 e na Figura 9, que apresentam, respectivamente, a aparência 

observada nos sistemas Tris-HCl/ZnCl2 e Tris-HCl/ZnCl2/PEG6000.  

 

Figura 8. Aparência resultante da mistura de ZnCl2 e Tris-HCl (pH 7, 8 e 9). 
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Figura 9. Aparência resultante da mistura de PEG6000, ZnCl2 e Tris-HCl (pH 7, 8 e 9). 

 

 

É possível observar, tanto na Figura 8 quanto na Figura 9, que há um aumento de 

turbidez no sistema conforme o aumento de pH do tampão. A fim de explicar esta turbidez e 

este comportamento, duas hipóteses podem ser avaliadas: a primeira diz respeito à formação 

de complexos de íons Zn2+ com moléculas de tris-(hidroximetil)-aminometano. A 

complexação de íons metálicos com tampões não é um fenômeno incomum e sua formação 

pode ser entendida por meio do mecanismo demonstrado pela Equação (6), no qual M se 

refere ao íon metálico; L, ao ligante, ou seja, à molécula presente no tampão; e n e m são as 

respectivas valências das espécies (FERREIRA et al., 2015). Ferreira et al. (2015) realizaram 

um trabalho de revisão abordando a complexação de diversos tampões com íons metálicos e 

relataram que tampões do tipo Tris formam complexos fracos com Mg2+, Ca2+, Zn2+, Cd2+ e 

Pb2+ (constante de estabilidade ks na ordem de 100 a 102), e complexos fortes com Cr3+, Fe3+, 

Co2+, Ni2+ e Cu2+ (ks na ordem de 104 a 1025). 

 

 
(6) 

 

Já a segunda hipótese está relacionada à precipitação de Zn(OH)2. Esta espécie é 

formada a partir da reação de íons Zn2+ com espécies OH- resultantes da autoionização da 

água – Equação (7) – e, tendo em vista que sua solubilidade é sensível ao pH do meio, a 

variação deste parâmetro pode ocasionar uma maior ou menor precipitação da espécie no 

sistema (KRĘŻEL; MARET, 2016). A solubilidade de Zn(OH)2 decresce com o aumento do 

pH até atingir seu mínimo em aproximadamente pH 10 (0,13 μmol L-1), voltando a aumentar 

conforme o pH continua a se aproximar do valor de 14. Isso implica que, para os valores de 

pH estudados nos experimentos, a espécie Zn(OH)2 possuiria uma solubilidade de 

aproximadamente 0,79 μmol L-1 (pH 9), 39,8 μmol L-1 (pH 8) e 3,4 mmol L-1 (pH 7), segundo 
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os dados reportados por Krężel e Maret (2016). Considerando também que ZnCl2 possui uma 

fraca capacidade de controlar o pH do meio, a adição de um tampão ao sistema, mesmo que 

em condições neutras, causaria uma mudança imediata no pH e poderia ocasionar a 

precipitação de Zn(OH)2 (KRĘŻEL; MARET, 2016).  

 

 (7) 

 

Contudo, tendo em vista que a complexação de Zn2+ com moléculas de tris-

(hidroximetil)-aminometano é considerada fraca (constante de dissociação kd = 33 mmol L-1) 

e que não há indícios deste fenômeno estar ligado ao pH do tampão, a hipótese de formação 

de complexos Zn2+-Tris como responsável pelas interferências observadas no Quadro 5 se 

torna improvável. Além disso, a formação de complexos insolúveis feriria um dos critérios de 

Good et al. (1966), que descrevem que tampões biológicos não devem formar complexos com 

cátions, mas, caso formem, estes devem ser solúveis. Desta forma, adota-se a hipótese de 

formação de Zn(OH)2 como a  mais provável para explicar a presença de turbidez e sua 

variação de acordo com o pH para sistemas Tris-HCl/ZnCl2 (FERREIRA et al., 2015; 

KRĘŻEL; MARET, 2016).  

Tendo em vista que a solubilidade de Zn(OH)2 se torna muito baixa em soluções de 

pH 8 e 9 (abaixo de 1 mmol L-1), o uso de ZnCl2 como agente precipitante nestes casos se 

torna difícil e, por este motivo, o uso de Tris-HCl a pH 8 e 9 se torna pouco aconselhável para 

precipitações envolvendo ZnCl2. No entanto, o seu uso a pH 7 se torna possível, conforme 

demonstrado pelo Quadro 5, que não apresenta formação de precipitado para misturas 

envolvendo Tris-HCl a pH 7. A solubilidade de Zn(OH)2 a este pH (3,4 mmol L-1) justifica a 

possibilidade de combinação de PEG6000 e ZnCl2 até uma concentração 3 mmol L-1, 

conforme observado na Figura 9, porém não explica o comportamento observado na Figura 8, 

em que uma concentração de 16 mmol L-1 de ZnCl2 não resultou no turvamento da solução. 

Esta mistura de 16 mmol L-1 de ZnCl2 e Tris-HCl foi mantida em repouso por cerca de 48 h a 

temperatura ambiente, a fim de verificar a possibilidade de precipitação tardia de Zn(OH)2, 

porém nenhum turvamento foi observado mesmo assim. Porém, conforme pode ser observado 

na Equação (7), a formação de Zn(OH)2 em meio aquoso culmina também na formação de 

íons H+, o que consequentemente provoca uma acidificação da solução. Análises em um 

pHmetro demonstraram que uma solução de ZnCl2 100 mmol L-1 em água ultrapura possuía 

pH de aproximadamente 5,65, enquanto uma solução de ZnCl2 16 mmol L-1 em Tris-HCl 

(preparado a pH 7) possuía pH de 6,60, o que confirma a hipótese de acidificação. Baseando-
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se nos dados reportados por Krężel e Maret (2016), isto confere uma solubilidade de cerca de 

35 mmol L-1 para a solução de ZnCl2 16 mmol L-1/Tris-HCl e de mais de 330 mmol L-1 para a 

solução ZnCl2 100 mmol L-1/água ultrapura, o que permite que tampão Tris-HCl a pH 7 seja 

utilizado para todas as concentrações de ZnCl2 na faixa definida na seção 4.2.3.1 (0 a 16 

mmol L-1), mas não para preparo da solução-estoque (a 100 mmol L-1).  Assim sendo, tampão 

Tris-HCl a pH 7 foi escolhido como o único tampão adequado, dentre todos os propostos na 

seção 4.2.3.1, para precipitações envolvendo ZnCl2, com ou sem a adição de PEG.   

Contudo, diferentes opiniões acerca de qual tampão seria a melhor escolha para 

precipitações de anticorpos com ZnCl2 a partir de sobrenadantes de cultura celular permeiam 

a literatura.  Dutra et al. (2020), que estudaram o uso de ZnCl2 como agente precipitante para 

anticorpos recombinantes, mantiveram o pH do sistema (pH 7, segundo os autores) 

adicionando NaOH à mistura de sobrenadante de cultura e ZnCl2, sem a adição de nenhum 

tampão. Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019), por sua vez, também adotaram Tris-HCl a pH 

7 para precipitações de anticorpos recombinantes envolvendo PEG6000 e ZnCl2 combinados, 

embora tenham reportado menores rendimentos para altas concentrações de ZnCl2. Por fim, 

Li et al. (2019) escolheram tampão HEPES para precipitações de mAbs combinando 

PEG3500 e ZnCl2, alegando que HEPES apresenta interação mínima com íons Zn2+. No 

entanto, há relatos na literatura de que tampão HEPES interage e forma complexos com 

moléculas de DNA, que costumam estar presente em sobrenadantes de cultura celular 

(FERREIRA et al., 2015). Independentemente de qual opinião se aproximaria mais do tampão 

ideal para o presente caso, o estudo e a escolha do tampão a ser utilizado em sistemas de 

separação, especialmente em precipitações envolvendo íons metálicos, se torna 

imprescindível para evitar impactos na pureza e no rendimento do produto obtido. 

  

5.2 Estudo cinético dos agentes precipitantes 

Os rendimentos de mAbs obtidos para os diferentes agentes precipitantes em 

diferentes tempos e temperaturas de incubação foram obtidos por meio de um estudo cinético. 

Para cada agente, a concentração adotada foi definida como a concentração máxima das 

faixas definidas na seção 4.2.3.1, a fim de garantir que mesmo a condição mais extrema da 

faixa alcançará o equilíbrio. Tampão Tris-HCl a pH 7 foi definido como o tampão de escolha, 

visto que é o único comum entre os três agentes precipitantes, conforme discorrido na seção 

5.1.  

Os resultados obtidos estão presentes no Gráfico 1, para PEG4000 (a) e PEG6000 (b), 

e no Gráfico 2 para ZnCl2. Apesar de possuir composição similar à de PEG6000, PEG4000 
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também foi avaliado neste estudo, dado que a massa molecular de PEG tende a influenciar a 

sua capacidade de reduzir a solubilidade de proteínas, independente da concentração proteica 

inicial, havendo maior poder de precipitação para soluções de PEG com maior massa 

molecular (INGHAM, 1990; SOMMER et al., 2014). Desta forma, investigou-se se outras 

variáveis, como temperatura e tempo de incubação, poderiam influir na capacidade de 

PEG4000 em precipitar os mAbs. 

 

Gráfico 1. Avaliação do tempo (20 min a 6 h) e temperatura (4, 25 e 35°C) de incubação 

para PEG4000 (a) e PEG6000 (b). 

 

 

 Observando-se o Gráfico 1, nota-se, primeiramente, que tanto para PEG4000 quanto 

PEG6000, o equilíbrio já é alcançado logo no início, aos 20 min de experimento. Embora 

haja, de fato, uma diferença de rendimento entre os pontos iniciais (20 min, aproximadamente 

50% para PEG4000 e 60% para PEG6000) e finais (3 a 6 h, aproximadamente 60% para 

PEG4000 e 75% para PEG6000), ela não é suficiente para justificar a escolha de um tempo de 

incubação mais longo, i.e., para um processo, seria mais vantajoso utilizar um tempo de 

incubação de 20 min e repeti-lo 18 vezes dentro de 6 h, do que realizar uma precipitação uma 

única vez em 6 h. Sommer et al. (2014) também obtiveram que um tempo de incubação mais 

curto (15 min) era suficiente para atingir o equilíbrio na precipitação de mAbs com PEG de 

diferentes massas moleculares, quando comparado a tempos mais longos de 60 e 180 min. 

Knevelman et al. (2010), por sua vez, também observaram um equilíbrio na turbidez 

resultante (avaliada pela absorbância medida a 600 nm) da precipitação de mAbs a partir de 

30 min para concentrações de 6 a 20% de PEG6000. Abaixo de 6%, não foi observada 

turbidez relevante até 100 min. Os dados dos autores também mostraram que, embora estas 

resultem em níveis de turbidez diferentes, todas as concentrações de 6 a 20% de PEG6000 

apresentaram uma estabilização do nível de turbidez a partir dos 30 min. Desta forma, adotou-

se um tempo de incubação de 20 min para precipitações com os dois tipos de PEG. 
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 Com relação à temperatura, no entanto, uma diferença pode ser observada para os dois 

agentes precipitantes. Para PEG4000, não se observa diferença apreciável entre os efeitos 

causados pelas temperaturas de 25°C e 4°C – embora aparente haver uma diferença para o 

tempo de 20 min, acredita-se que essa diferença seja devida à perda de uma das amostras da 

duplicata de 25°C e, portanto, será considerado que esta diferença é, na verdade, menor do 

que aparenta. A temperatura de 35°C, no entanto, mostrou rendimentos consideravelmente 

menores, especialmente com o avanço do tempo após 60 min de experimento. Para PEG6000, 

observa-se uma ordem de 25°C > 4°C = 35°C com relação aos rendimentos resultantes, sendo 

que também se observou uma queda (mesmo que mais sutil) no rendimento dos experimentos 

a 35°C com o avanço do tempo de incubação, o que também foi observado para 4°C neste 

caso. Embora haja a possibilidade de que o aumento de temperatura provoque um aumento da 

solubilidade da proteína, o que justificaria a queda no rendimento a 35°C nos dois tipos de 

PEG, é preciso considerar também a possibilidade de desnaturação dos mAbs: considerando 

que o processo de desnaturação leva a modificações conformacionais das proteínas e, 

portanto, de suas funções, é possível que essas modificações influenciem na capacidade das 

moléculas proteicas de formarem clusters durante o mecanismo de precipitação do PEG, 

reduzindo, assim, o rendimento do processo também.  Sommer et al. (2014), por sua vez, não 

observaram influência apreciável da temperatura (5, 25 e 35°C) em seu trabalho. Contudo, 

tendo em vista que os autores também apontaram que o rendimento se mostrou dependente do 

tipo de anticorpo, é possível que o efeito da temperatura no rendimento também varie, mesmo 

que de maneira mais sutil, de anticorpo para anticorpo. Assim sendo, adotou-se a temperatura 

de 25°C como temperatura de incubação, tendo em vista que é de mais fácil operação, quando 

comparada a 4°C, e que valores em torno de 20°C já foram adotados em outros estudos como 

temperatura de incubação para precipitação de anticorpos envolvendo PEG 

(BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; KNEVELMAN et al., 2010; 

KUCZEWSKI et al., 2011; SOMMER et al., 2014). 
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Gráfico 2. Avaliação do tempo (20 min a 6 h) e temperatura (4, 25 e 35°C) de incubação 

para ZnCl2. 

 

 

 No Gráfico 2, no entanto, observa-se um comportamento anormal: para todas a 

temperaturas e tempos testados, os rendimentos resultantes foram negativos e de magnitude 

sem sentido físico (variando de -1000% a -6000%). Ou seja, observa-se uma situação que 

viola a lei de conservação das massas e, portanto, não representa um comportamento fiel da 

cinética do ZnCl2. Além disso, barras de erro de grande magnitude também são observadas, 

possivelmente causadas pelo efeito que desviou os dados da realidade física. Dutra et al. 

(2020) utilizaram ZnCl2 como agente precipitante para anticorpos recombinantes em de 

sobrenadante de cultura celular e não relataram comportamento similar para precipitações 

com esse sal, obtendo sempre rendimentos fisicamente possíveis. Contudo, os autores 

reportaram problemas com redução de rendimento durante os experimentos, especialmente 

para precipitações utilizando concentrações de ZnCl2 mais altas. Estes especularam que 

possíveis explicações para este comportamento residiriam no pH do sistema: a primeira leva 

em consideração que prótons competem ativamente com os íons Zn2+ pelos sítios de ligação 

das proteínas, o que poderia justificar quedas de rendimento em sistemas mais ácidos (pH 4-

5), mas não em sistemas mais básicos (pH 8-9). A segunda justificativa considera que o pH 

possui também um efeito indireto na precipitação ao modular a carga superficial das 

proteínas, que, com uma inversão causada pela saturação da mistura com os íons metálicos, 

inibiria as ligações das proteínas com os íons. Quaisquer que sejam os fenômenos que 

causaram estas quedas de rendimento, eles são observados em menor grau no trabalho de 

Dutra et al. (2020) e de maneira exacerbada neste estudo, chegando a sugerir que algo está 

sendo produzido e aumentando a concentração do sobrenadante, ao invés de reduzi-la. A fim 

de investigar esse comportamento mais a fundo, um tempo de incubação de 20 min e uma 

temperatura de 25°C – que também foram adotados por Dutra et al. (2020) – foram eleitos 
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para realizar uma curva de solubilidade dos mAbs com ZnCl2, a partir do material de partida, 

e avaliar o comportamento observado. Os experimentos foram realizados em tampão Tris-HCl 

a pH 7 pelos motivos apresentados pela seção 5.1. Esta curva pode ser encontrada no Gráfico 

3. 

 

Gráfico 3. Curva de solubilidade de mAb anti-IgG humana para ZnCl2 como agente 

precipitante, em Tris-HCl pH 7. 

 

 

 O Gráfico 3 apresenta um comportamento inverso do esperado para uma curva de 

solubilidade, i.e., ela se assemelha a uma curva de rendimento. Isto não foi observado no 

trabalho de Dutra et al. (2020), que obtiveram curvas de solubilidade de comportamento 

normal, mesmo que com rendimentos reduzidos. No Gráfico 3, observa-se que, até uma 

concentração de 4 mmol L-1 de ZnCl2 aproximadamente, há uma estabilização da 

concentração (talvez até uma queda sutil) e que a partir daí a concentração começa a 

aumentar, alcançando algo próximo de uma estabilização em 12 mmol L-1. Ou seja, este efeito 

só começa a ser observado a partir de concentrações maiores que 4 mmol L-1 de ZnCl2 – o que 

também foi observado para uma curva gerada utilizando apenas Tris-HCl e ZnCl2, sem 

material de partida, na mesma faixa de concentração de agente precipitante adotada no 

Gráfico 3.  

Considerando o que foi apresentado na seção 5.1, é preciso lembrar que, na presença 

de fosfato de sódio (um dos constituintes da fase móvel A), Zn2+ reage com o íon HPO4- para 

formar Zn3(PO4)2 conforme a Equação (5), que por sua vez constitui um sal insolúvel. 

Considerando que o sobrenadante de cultura utilizado se encontrava diluído (baixo título de 

anticorpos) e que por isso foi necessário realizar uma injeção de volume maior (100 μL) 

durante os métodos analíticos em HPLC, a quantidade de íons Zn2+ injetada provavelmente 

não foi diluída o suficiente para evitar um efeito relevante da reação com fosfato de sódio. 

Este problema também é acentuado pelo fato de que a massa remanescente de Zn2+ no 
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sobrenadante é considerável, tendo em vista que havia poucos mAbs no material de partida 

para realizar ligações. Isto justificaria por que Dutra et al. (2020), que também utilizaram 

tampão fosfato de sódio como fase móvel, não observaram este grau de interferência. 

Considerando que os autores também partiram de um volume inicial de 500 μL de 

sobrenadante, uma injeção de 20 μL (praticada pelos autores) transferiu 4% da massa de Zn2+ 

na solução, ao passo que uma injeção de 100 μL (praticada neste trabalho) transferiu 20% da 

massa de Zn2+. Além disso, o material de partida dos autores se encontrava mais concentrado, 

o que reduziu a massa de Zn2+ remanescente. Desta forma, a produção de Zn3(PO4)2 não se 

tornou negligenciável neste estudo para concentrações de ZnCl2 acima de 4 mmol L-1 e a 

turbidez gerada pela sua formação levou a um aumento da absorbância detectada durante a 

quantificação. De fato, experimentos complementares realizados em um espectrofotômetro 

UV-Vis (Evolution 60S Thermo Scientific, EUA) mostraram que uma solução de ZnCl2 3 

mmol L-1 em fase móvel A (aproximadamente a concentração resultante da diluição de uma 

concentração inicial de 16 mmol L-1 em 5 vezes) resultava em uma absorbância de cerca de 

0,780 a 280 nm. Dado que esse aumento de absorbância foi observado no mesmo tempo de 

retenção do mAb nos cromatogramas da técnica de quantificação, é possível que, durante as 

corridas realizadas, a ligação entre o íon metálico e os mAbs tenha sido quebrada ao se 

favorecer a formação de Zn3(PO4)2 e este, eluído com a proteína.  

Desta forma, é possível que, além das justificativas apresentadas, Dutra et al. (2020) 

também tenham obtido rendimentos menores por conta de pequenas interferências causadas 

pela reação entre íons Zn2+ e o tampão da fase móvel, especialmente nos casos de 

concentrações maiores de ZnCl2. Além disso, os autores reportaram o mesmo problema para 

sistemas com pH entre 8 e 9, o que poderia ser justificado também, por sua vez, pela 

formação de Zn(OH)2 ocasionada por efeito do pH sobre os íons Zn2+ em soluções aquosas, 

conforme apresentado na seção 5.1. A fim de investigar o precipitado produzido nesta 

situação, uma precipitação batelada com 16 mmol L-1 de ZnCl2 (também em Tris-HCl pH 7) 

foi realizada e o precipitado, ressuspenso em tampão acetato 0,1 mol L-1 a pH 3,5 com razões 

de ressuspensão 1:1 (a), 1:2 (b) e 1:3 (c). O cromatograma resultante da análise em SEC deste 

precipitado está apresentado no Gráfico 5, sendo que o pico referente ao mAb se encontra 

entre 20 e 25 min. Este tempo de retenção é confirmado pelos cromatogramas apresentados no 

Gráfico 4, que descrevem os resultados da análise em SEC do material de partida (a), do 

padrão de mAb purificado por afinidade pela empresa parceira (b) e da solução de IgG 

humana comercial utilizada para controle (c). Considerando as impurezas observadas no 

Gráfico 4b, é possível afirmar que o padrão fornecido não está no nível de pureza desejado e, 
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por isso, o anticorpo representado pelo Gráfico 4c foi adotado como padrão (pureza de 93% 

medida por SEC). 

 

Gráfico 4. Cromatogramas obtidos em SEC para o material de partida (a), padrão de 

mAb purificado pela empresa parceira (b) e padrão de IgG humana comercial (c), em 

fluxo isocrático com fase móvel A e tamanhos de partícula 7 μm (pré-coluna) e 5 μm 

(coluna). 
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Gráfico 5. Cromatogramas obtidos em SEC para precipitados obtidos por precipitação 

com ZnCl2 16 mmol L-1 em razão de ressuspensão 1:1 (a), 1:2 (b) e 1:3 (c), em fluxo 

isocrático com fase móvel A e tamanhos de partícula 7 μm (pré-coluna) e 5 μm (coluna). 

 

                      

No Gráfico 5, observa-se que, apesar da diluição das ressuspensões, há um pico de 

tamanho apreciável que aparenta manter o seu tamanho independente da razão de 

ressuspensão aplicada. Este pico se estende de 30 a 40 min de corrida, o que o caracteriza 

como uma impureza de baixa massa molecular, ou ao menos com uma massa molecular 

inferior à do mAb. Embora seja possível que o precipitado apresente impurezas esperadas 

nesta região do cromatograma, provenientes da coprecipitação de impurezas de baixa massa 

molecular já presentes no sobrenadante de cultura celular (observáveis no Gráfico 4a e mesmo 
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no Gráfico 4b), o fato de que o tamanho do pico não está sofrendo alteração aparente com o 

aumento da diluição do sistema leva a crer que esta impureza está surgindo após a diluição. 

Tendo em vista que o tampão de corrida utilizado para a técnica de SEC também é constituído 

por fosfato de sódio, observa-se, portanto, o mesmo tipo de interferência observada no 

Gráfico 3. Como em precipitados ressuspensos os íons Zn2+ se encontram livres em solução 

após a dissolução de sua ligação com os mAbs, a formação de Zn3(PO4)2 ocorre ainda mais 

facilmente. 

Desta forma, considerando o que foi observado no Gráfico 3 e no Gráfico 5, e os 

apontamentos da seção 5.1, optou-se por não prosseguir com precipitações envolvendo ZnCl2 

como único agente precipitante, visto que as interferências provocadas entre este e as fases 

móveis não são desprezíveis e afetam de forma considerável a quantificação do anticorpo, 

conforme observado no Gráfico 2 e no Gráfico 3. Sua utilização será feita apenas em baixas 

concentrações e, portanto, em combinação com PEG. 

 

5.3 Ensaios de precipitação 

5.3.1 Curvas de solubilidade 

Com base nos parâmetros de incubação determinados na seção 5.2, curvas de 

solubilidade para o mAb (a partir do material de partida) foram geradas em tampão fosfato de 

sódio e Tris-HCl, a diferentes valores de pH, utilizando PEG4000 e PEG6000. Tendo em 

vista os resultados apresentados na seção 5.1, todas as possibilidades de tampão foram 

testadas para os dois tipos de PEG. O Gráfico 6 apresenta as curvas obtidas para PEG4000 (a) 

e PEG6000 (c) em tampão fosfato de sódio, com seus respectivos gráficos de logaritmo da 

solubilidade (log S) em função da concentração de PEG (b e d). O Gráfico 7, por sua vez, 

apresenta os dados obtidos em tampão Tris-HCl. 
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Gráfico 6. Curvas de solubilidade do mAb (quantificadas por cromatografia de 

afinidade com proteína A) em tampão fosfato de sódio, a diferentes valores de pH, para 

PEG4000 (a) e PEG6000 (c), com seus respectivos gráficos de log S (b e d). 

 

 

Gráfico 7. Curvas de solubilidade do mAb (quantificadas por cromatografia de 

afinidade com proteína A) em tampão Tris-HCl, a diferentes valores de pH, para 

PEG4000 (a) e PEG6000 (c), com seus respectivos gráficos de log S (b e d). 
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 Com base no Gráfico 6 e no Gráfico 7, nota-se pelo comportamento observado que o 

tipo de tampão não aparenta ter um impacto relevantena solubilidade do mAb ao se utilizar 

PEG4000 ou PEG6000 como agentes precipitantes. Considerando também os resultados 

apresentados na seção 5.1, a falta de influência deste fator se torna ainda mais aparente. 

Contudo, nota-se que o pH parece ter um efeito sutil sobre a precipitação do mAb a baixas 

concentrações de PEG, especialmente no caso de tampão Tris-HCl: neste tampão, até 

concentrações de 8%, valores mais altos de pH resultaram em concentrações mais baixas de 

mAb no sobrenadante, enquanto a partir de concentrações de 10%, o valor do pH não pareceu 

afetar mais a solubilidade da proteína. Este efeito é observado tanto em PEG4000 quanto em 

PEG6000, sempre a valores de pH básico (pH 7 a 9), que coincide com a faixa de pH efetiva 

do tampão Tris-HCl.  

Sommer et al. (2014) também reportaram este comportamento do pH a baixas 

concentrações de PEG durante a precipitação de mAbs. Os autores observaram que o pH não 

pareceu afetar o rendimento de precipitação para concentrações de 10-14% de PEG de 

maiores massas moleculares (4000 a 20.000 g mol-1), o que concorda com os dados 

observados no Gráfico 6 e no Gráfico 7. Ainda em seu trabalho, Sommer et al. (2014) 

testaram cinco mAbs IgG1 diferentes em seus experimentos e os dados mostraram que, a 

baixas concentrações de PEG, um pH mais básico (7 a 8,5) resultou em maiores rendimentos, 

o que sugere que, embora os valores de rendimento obtidos possam ser diferentes entre si para 

cada mAb, este efeito do pH básico a baixas concentrações de PEG repercute a mAbs IgG1 de 

forma geral. Knevelman et al. (2010), por sua vez, não observaram uma correlação clara entre 

o pH e a redução da solubilidade de mAb IgG4 em precipitações com PEG6000, mas 

verificaram que o pH possuía um impacto mais relevante a altas concentrações de PEG (10-

20%), especialmente para uma faixa de pH de 6 a 7. Ou seja, considerando os dados de 

Sommer et al. (2014), Knevelman et al. (2010) e deste presente estudo, há indicativos de que 

o efeito do pH sobre a solubilidade de proteínas em precipitações com PEG se mostra 

dependente do tipo de anticorpo (no caso de IgGs, em especial a sua subclasse). 

 Com relação à massa molecular de PEG, PEG6000 mostrou ter uma capacidade 

melhor de reduzir a solubilidade do mAb do que PEG4000, visto que as curvas no Gráfico 6 e 

no Gráfico 7 mostram que experimentos com PEG6000 alcançaram menores concentrações de 

mAb no sobrenadante a menores concentrações de PEG. De fato, PEG6000 já foi reportado 

diversas vezes como uma massa molecular de PEG ótima para precipitação de anticorpos 

monoclonais e recombinantes (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; 

HAMMERSCHMIDT et al., 2015; KNEVELMAN et al., 2010; SOMMER et al., 2014). 
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Sommer et al. (2014) chegaram a observar que melhores rendimentos eram obtidos 

utilizando-se PEG20000, porém o aumento de viscosidade resultante do uso de PEG de massa 

molecular maior não favorecia o processo e não era compensado por um incremento relevante 

do rendimento. Sendo assim, os autores consideraram PEG6000 como a melhor opção 

considerando o equilíbrio entre rendimento obtido e viscosidade resultante. PEG3350 também 

chegou a ser reportado mais de uma vez como uma boa opção para precipitar mAbs, contudo 

mais recentemente o seu uso tem sido feito acompanhado da combinação de outros agentes 

precipitantes, como ZnCl2 (KUCZEWSKI et al., 2011; LAIN et al., 2010; LI et al., 2019). 

Além disso, Lain et al. (2010) observaram que, embora um rendimento melhor tenha sido 

obtido com PEG3350 na precipitação de mAbs, PEG6000 resultou em uma melhor redução 

de HCPs. 

 No Gráfico 7, observou-se um rendimento de 80% para precipitação realizada com 

PEG6000 14% em Tris-HCl a pH 8, o que consistiu no melhor rendimento dentre os 

experimentos realizados com PEG. Sommer et al. (2014) também observaram a condição de 

PEG6000 14% como a concentração de PEG ótima para precipitação de mAbs, embora os 

autores tenham escolhido trabalhar a pH 7, mantendo o pH sem o uso de tampões. Kuckweski 

et al. (2011) também utilizaram Tris-HCl a um pH mais básico (8,5) como meio ótimo para a 

precipitação de mAbs, apesar de os autores terem optado por trabalhar com PEG3350 14,4%. 

Embora tenha sido observado que o pH não influi de maneira apreciável na solubilidade do 

mAb, valores de pH mais neutros (ente 7 e 8) se tornam preferíveis no sentido de preservar a 

estrutura das proteínas e evitar a sua desnaturação.   

A solubilidade intrínseca (S0) do mAb nos tampões também foi calculada a partir do 

ajuste da Equação (1) às seções lineares das curvas de log S no Gráfico 6 e no Gráfico 7. Os 

resultados estão apresentados na Tabela 3, sendo que a S0 obtida para um tampão a 

determinado pH consiste na média das solubilidades intrínsecas obtidas com PEG4000 e 

PEG6000. 

 

Tabela 3. Solubilidade intrínseca do mAb em tampões fosfato de sódio e Tris-HCl, a 

diferentes valores de pH. 

 Solubilidade intrínseca (μg mL-1) 

Tampão pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 

Fosfato de sódio 50 mmol L-1 2,65 ± 0,47 2,81 ± 0,26 2,60 ± 0,38 - 

Tris-HCl 50 mmol L-1 - 3,40 ± 0,55 3,07 ± 0,05 2,48 ± 0,18 
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 Observando-se a Tabela 3, percebe-se que, para os dois tampões, a S0 do mAb se 

encontra na faixa de 2,50 a 3,40 μg mL-1. Tendo em vista que se trata de uma faixa estreita, é 

possível dizer que as solubilidades intrínsecas da Tabela 3 são próximas e que não há 

diferença relevante entre elas considerando pH e tipo de tampão. Isto corrobora com os dados 

apresentados no Gráfico 6 e no Gráfico 7, reforçando a observação de que não há influência 

apreciável na solubilidade do mAb por parte da variação de tampão ou do pH (com exceção 

de casos a baixas concentrações de PEG e em valores de pH básico, conforme foi discorrido e 

que pode ser observado na Tabela 3 para valores de S0 em uma faixa de pH de 7 a 9).  

Tendo em vista que PEG6000 se mostrou um agente precipitante melhor para o mAb 

do que PEG4000, experimentos avaliando a adição de ZnCl2 a precipitações utilizando 

PEG6000 foram realizados com o intuito de verificar se uma redução da concentração de PEG 

necessária, sem grandes mudanças de rendimento, era possível. Conforme discorrido nas 

seções 5.1 e 5.2, ZnCl2 foi utilizado apenas em concentrações de até 3 mmol L-1. Desta forma, 

curvas de solubilidade utilizando PEG6000 com adição fixa de 1, 2 e 3 mmol L-1 de ZnCl2 

foram geradas (a) e estão apresentadas no Gráfico 8, juntamente com seu gráfico de log S (b). 

Apesar de melhores rendimentos terem sido obtidos para PEG6000 em tampão Tris-HCl a pH 

8, por conta das interferências apresentadas na seção 5.1, os experimentos foram realizados 

apenas em tampão Tris-HCl a pH 7. 

 

Gráfico 8. Curvas de solubilidade do mAb em tampão Tris-HCl a pH 7 para PEG6000 

com a adição de 1 a 3 mmol L-1 de ZnCl2 (a) e suas respectivas curvas de log S (b). 

 

 

 O Gráfico 8 mostra que a adição de ZnCl2 se mostrou benéfica para a redução da 

concentração de PEG necessária na precipitação do mAb, especialmente para concentrações 

maiores de ZnCl2 (2 a 3 mmol L-1). Comparando-se o Gráfico 8a com o Gráfico 7c, que 

mostra a curva de solubilidade do mAb utilizando-se PEG6000 em Tris-HCl pH 7 sem a 

adição de ZnCl2, percebe-se que a adição de 1 mmol L-1 de ZnCl2 levou a uma curva similar à 

do Gráfico 7c, sem grandes alterações e alcançando a mesma concentração final de mAb de 
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cerca de 2,0 μg mL-1. O uso de 2 mmol L-1 de ZnCl2, no entanto, ajudou a alcançar uma 

concentração final de mAb inferior a 2,0 μg mL-1, havendo uma maior proximidade entre os 

valores de concentração resultantes do uso de 16% e 14% de PEG6000, o que sugere um 

avanço na tentativa de reduzir a concentração de PEG necessária para atingir uma 

estabilização da queda de concentração de mAb. Porém, o uso de 3 mmol L-1 de ZnCl2 levou 

a um decréscimo mais acentuado da solubilidade do mAb, havendo uma estabilização de sua 

concentração em torno de 12% de PEG6000. Nesta condição (PEG6000 12% com ZnCl2 3 

mmol L-1), o rendimento obtido foi de 67%, o que é um pouco maior que o rendimento obtido 

para PEG6000 16% no mesmo tampão e pH, mas sem adição de ZnCl2 (64%). Embora não 

haja um aumento apreciável do rendimento, o uso de ZnCl2 permitiu uma redução da 

concentração de PEG necessária e, possivelmente, da viscosidade do sistema também.  

 Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019), que estudaram a precipitação de anticorpos 

recombinantes utilizando a combinação de PEG6000 e ZnCl2, verificaram que, utilizando o 

mesmo tampão e pH que esse estudo, uma combinação de PEG6000 7% e ZnCl2 2 mmol L-1 

foi suficiente para promover um rendimento de mais de 99%. Esta maior redução da 

quantidade de PEG necessária obtida pelos autores, em comparação aos dados aqui 

apresentados, pode ser explicada por diferenças no tipo e na concentração de mAbs no 

material de partida: a concentração inicial de anticorpos no sistema também apresenta um 

impacto na quantidade de PEG necessária para atingir mínima solubilidade, sendo que 

sistemas mais concentrados tendem a necessitar de quantidades menores, enquanto sistemas 

diluídos requerem maiores quantidades (KNEVELMAN et al., 2010). Considerando a baixa 

concentração do material de partida (cerca de 5 μg mL-1), é provável que isto justifique a 

necessidade não só de uma maior quantidade de PEG6000, mas também de ZnCl2. Li et al. 

(2019), por sua vez, obtiveram 97% de rendimento combinando PEG3350 7% e ZnCl2 10 

mmol L-1 para precipitar mAbs. Embora também seja observada uma redução na concentração 

de PEG necessária, observa-se que a escolha dos autores em optar por um PEG de massa 

molecular menor resultou na necessidade de aumentar a concentração de ZnCl2 adicionada. 

Tendo em vista que os autores utilizaram tampão HEPES e método ELISA para quantificar os 

anticorpos, as interferências relatadas nas seções 5.1 e 5.2 deste estudo não foram reportadas 

pelos autores, apesar da maior concentração de ZnCl2. 

A S0 do mAb em Tris-HCl pH 7 na presença das diferentes concentrações de ZnCl2 

fixadas também foi calculada e está apresentada na Tabela 4. Visto que apenas experimentos 

utilizando PEG6000 na presença de ZnCl2 foram realizados (não consistindo, portanto, os 
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valores da Tabela 4 em médias aritméticas), não foi possível gerar os desvios padrões 

referentes a estes dados. 

 

Tabela 4. Solubilidade intrínseca do mAb em tampão Tris-HCl pH 7, na presença de 

diferentes concentrações de ZnCl2. 

 Solubilidade instrínseca (μg mL-1) 

 Concentração de ZnCl2 (mmol L-1) 

Tampão 1 2 3 

Tris-HCl 50 mmol L-1, pH 7 5,27 4,59 1,48 

 

 A Tabela 4 mostra uma solubilidade intrínseca maior para ZnCl2 em concentrações de 

1 e 2 mmol L-1 quando comparado à S0 apresentada na Tabela 3 para Tris-HCl a pH 7 sem 

ZnCl2 (3,40 μg mL-1). Considerando as flutuações causadas pela diluição do sistema e pela 

extrapolação da Equação (1) no Gráfico 8b, acredita-se que estes valores sejam na verdade 

menores e, portanto, da mesma ordem dos valores apresentados na Tabela 3, visto que não 

haveria sentido a adição de ZnCl2 (um agente precipitante) promover um aumento da 

solubilidade do mAb no sistema. Por outro lado, a S0 para 3 mmol L-1 de ZnCl2 mostrou-se 

menor que 3,40 μg mL-1. Embora haja também a possibilidade de flutuações terem 

influenciado esse valor, é possível sugerir que a adição de apenas ZnCl2 ao sistema a partir de 

3 mmol L-1 já promova uma queda na solubilidade do mAb, mesmo sem a adição de PEG. De 

fato, isso pode ser verificado no Gráfico 8a, em que a adição de ZnCl2 a 1 e 2 mmol L-1 não 

promoveu uma mudança tão acentuada na solubilidade mínima da proteína quando comparada 

à do Gráfico 6a, ao passo que a adição de 3 mmol L-1 promoveu uma queda mais acentuada.  

Assim sendo, considerando os dados apresentados e discorridos nesta seção, foram 

escolhidas as condições de PEG6000 14% em tampão Tris-HCl pH 8 e PEG6000 12% com 

ZnCl2 3 mmol L-1 em Tris-HCl pH 7 para serem aplicadas em experimentos de precipitação 

batelada. 

 

5.3.2 Precipitações em batelada 

Considerando as melhores condições avaliadas e escolhidas na seção 5.3.1, 

experimentos em batelada foram realizados a fim de investigar o rendimento e a pureza (com 

relação ao conteúdo proteico) dos precipitados, além de determinar as condições ótimas para 

sua ressuspensão em termos de pH e razão de diluição (RD) aplicados. Foram selecionados 

tampão fosfato de sódio 50 mmol L-1 na faixa de pH 6-8 para a ressuspensão de precipitados 

obtidos por precipitação com apenas PEG6000, enquanto tampão acetato 0,1 mol L-1 na faixa 
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de pH 3,5-6 foi adotado para ressuspensão de precipitados obtidos por precipitação 

envolvendo ZnCl2. Precipitados obtidos por precipitação com PEG6000 não foram lavados 

antes da ressuspensão, pois experimentos preliminares indicaram que a inclusão da etapa de 

lavagem impactava o rendimento e não levava a um aumento apreciável da pureza quando 

comparada à pureza obtida sem lavagem. Precipitados obtidos por precipitação com 

PEG6000/ZnCl2, por sua vez, foram lavados com solução contendo apenas tampão e 

PEG6000 12%, a fim de evitar a adição de ZnCl2 no sistema e possíveis interferências, sendo 

que sua inclusão foi adotada com base em estudos preliminares que indicaram que a ausência 

da etapa de lavagem dificultava a ressuspensão do precipitado neste caso. 

Os resultados de rendimento e pureza obtidos nos ensaios em batelada, tanto para 

precipitados gerados por precipitação com PEG6000 14% quanto com PEG6000 12%/ZnCl2 3 

mmol L-1, podem ser encontrados na Tabela 5 e na Tabela 6. 

 

Tabela 5. Resultados de rendimento e pureza obtidos na ressuspensão de precipitados 

obtidos por precipitação com PEG6000 14%. 

Ensaio pH RD Rendimento (%) Pureza (%) 

1 6 1 100 15 

2 8 1 100 3 

3 6 3 88 3 

4 8 3 88 1 

5 7 2 91 3 

6 7 2 92 7 

7 7 2 90 3 

 

Tabela 6. Resultados de rendimento e pureza obtidos na ressuspensão de precipitados 

obtidos por precipitação com PEG6000 12% e ZnCl2 3 mmol L-1. 

Ensaio pH RD Rendimento (%) Pureza (%) 

1 3,5 1 100 38 

2 6 1 100 59 

3 3,5 3 86 17 

4 6 3 86 44 

5 5 2 93 58 

6 5 2 89 53 

7 5 2 92 56 
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Dado que todos os dados apresentaram distribuição normal, estes foram testados para 

um modelo linear envolvendo pH e RD. A modelagem do rendimento (R) de precipitados 

obtidos por precipitação com PEG6000 resultou na Equação (8), cujo R² predito foi de 

0,8966, e a modelagem de sua pureza (P) resultou na Equação (9), que apresentou R² predito 

de 0,9084. É importante salientar que as variáveis pH e RD dos modelos devem inseridas em 

sua forma codificada, conforme os planejamentos da Tabela 1. Dado que ambos os valores de 

R² são suficientes para aceitar os modelos como válidos (R² > 0,7) e que a distribuição F 

calculada de cada modelo foi maior que o seu valor tabelado (Apêndice II), as superfícies de 

resposta (a) e as curvas de contorno (b) de cada modelo foram geradas e estão apresentadas no 

Gráfico 9 (rendimento) e no Gráfico 10 (pureza). 

 

 (8) 

 

 (9) 

 

Gráfico 9. Superfície de resposta (a) e curva de contorno (b) de modelo linear gerado 

para predição de rendimento em função do pH e RD de ressuspensão de precipitados 

obtidos por precipitação com PEG6000 14%. 
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Gráfico 10. Superfície de resposta (a) e curva de contorno (b) de modelo linear gerado 

para predição de pureza em função do pH e RD de ressuspensão de precipitados obtidos 

por precipitação com PEG6000 14%. 

 

  

A Equação (8) indica que o pH possui um impacto negligenciável na ressuspensão de 

precipitados obtidos por precipitação com PEG6000 14%, enquanto a RD possui um impacto 

negativo conforme o seu aumento, ou seja, conforme o aumento da diluição do sistema. 

Considerando que um aumento da diluição implicaria em maiores chances de perda de 

precipitado, esta inferência se torna plausível. Observando-se o Gráfico 9a, este mesmo 

comportamento pode ser observado para as duas variáveis, em que o rendimento da superfície 

de resposta se mostra praticamente constante frente ao pH, porém sofre um claro decréscimo 

frente ao aumento de RD. O mesmo pode ser observado para a curva de contorno no Gráfico 

9b. Desta forma, tendo em vista o efeito negligenciável do pH, o Gráfico 9 não mostra um 

ponto ótimo para a ressuspensão dos precipitados, mas uma região ótima, que vai de pH 6 a 8, 

a uma RD de 1:1. Já a Equação (9), por sua vez, apresenta um efeito do pH sobre a pureza que 

não se torna mais negligenciável. Pelo contrário, ele apresentou um impacto negativo 

conforme o seu aumento, ao passo que o aumento de RD também levou a um impacto 

negativo. Desta forma, o Gráfico 10 apresenta, neste caso, a existência de um ponto ótimo que 

coincide com o valor de pureza obtido no Ensaio 1 (15%; Tabela 5), no qual aplicou-se um 

pH de 6 e uma RD de 1:1.  

 Contudo, observa-se uma discrepância dos resultados de pureza obtidos quando 

comparados aos resultados de rendimento. Considerando-se que os valores de rendimento de 

mAb foram todos acima de 85%, esperava-se a princípio que os correspondentes valores de 

pureza fossem maiores ou ao menos similares à pureza do material de partida (47,6%), caso 

um grande nível de coprecipitação houvesse ocorrido. No entanto, as purezas apresentadas na 
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Tabela 5 estão todas abaixo da pureza do material partida – mesmo o ponto ótimo 

determinado pelo Gráfico 10. Tendo em vista a baixa concentração do material de partida e, 

consequentemente, dos sistemas investigados durante as precipitações, é possível que a 

concentração de mAbs com a qual se trabalhou esteja próxima do nível de detecção do 

método utilizado para quantificação, de forma que os picos observados para o tempo de 

retenção associado ao mAb nestes testes (e confirmados pelo Gráfico 4) estejam influenciados 

pelo tampão utilizado ou mesmo pela troca de fases móveis durante as corridas.  

 Sommer et al. (2014) não realizaram um estudo mais aprofundado com relação à 

ressuspensão de precipitados obtidos por precipitação com PEG6000 14%, optando por 

ressuspendê-los sempre com tampão histidina 20 mmol L-1 com NaCl 100 mmol L-1, a RD 

próxima de 1:1. Os autores observaram poucas variações entre as purezas obtidas para os 

diferentes mAbs IgG estudados, sugerindo que a forma de ressuspensão utilizada pelos 

autores pode ser estendida a mAbs deste tipo de forma geral, quando obtidos por precipitação 

em condições similares. Considerando que tampão histidina possui um pKa de 6,2 e, portanto, 

um controle de pH efetivo em torno de pH 6, nota-se que os resultados obtidos para Sommer 

et al. (2014) concordam com os resultados observados no Gráfico 9 e na Tabela 5 em termos 

de pH, ou seja, que pH 6 se mostra uma alternativa melhor para a ressuspensão de 

precipitados obtidos por precipitação com PEG6000. 

A modelagem resultante para o rendimento de precipitações envolvendo 

PEG6000/ZnCl2 resultou na Equação (10), cujo R² predito foi de 0,9498. Infelizmente, não foi 

possível gerar um modelo linear para a pureza neste caso, visto que o R² predito obtido ficou 

abaixo do mínimo desejável (0,6641). Uma possível solução para este caso seria a geração de 

um modelo quadrático a partir da adição de pontos axiais à matriz da Tabela 6, contudo, isto 

não se torna interessante no contexto da precipitação utilizada: a inserção de pontos axiais 

exigiria a realização de experimentos com um pH de ressuspensão abaixo de 3,5, o que se 

torna excessivamente agressivo para os mAbs e poderia causar sua desnaturação, e com um 

pH acima de 6, o que impossibilitaria a ressuspensão do precipitado, visto que condições 

ácidas são necessárias para desfazer as ligações entre íons Zn2+ e as proteínas 

(BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et al., 2020). Burgstaller, 

Jungbauer e Satzer (2019) chegaram a alcançar a ressuspensão de precipitados obtidos por 

precipitação com PEG6000 7% combinado com ZnCl2 2 mmol L-1 utilizando tampão fosfato 

de sódio a pH 7, porém apenas a uma razão de diluição de 1:5. Considerando o aumento de 

volume que resultaria da aplicação de uma ressuspensão nessas condições e a própria baixa 

concentração do material de partida, o procedimento se torna inviável. Desta forma, optou-se 
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por não adaptar o planejamento da Tabela 6 e as purezas obtidas foram avaliadas diretamente 

na Tabela 6 por comparação entre seus valores. 

Visto que o modelo da Equação (10) também apresentou distribuição F calculada 

maior que a tabelada (Apêndice II), foi possível obter a sua superfície de resposta (a) e curva 

de contorno (b), que estão presentes no Gráfico 11. 

 

 (10) 

Gráfico 11. Superfície de resposta (a) e curva de contorno (b) de modelo linear gerado 

para predição de rendimento em função do pH e RD de ressuspensão de precipitados 

obtidos por precipitação com PEG6000 12% e ZnCl2 3 mmol L-1. 

 

 

 Assim como foi observado no modelo da Equação (8), o pH também não apresentou 

influência apreciável sobre o rendimento do processo de ressuspensão de precipitados obtidos 

por precipitação com PEG6000/ZnCl2. Tal qual também foi observado no caso de 

precipitados obtidos por precipitação com PEG6000, a RD apresentou impacto negativo sobre 

o rendimento conforme o seu aumento, indicando que a diluição do precipitado acarreta 

maiores perdas. Desta forma, o Gráfico 11 também apresenta uma região ótima para 

ressuspensão dos precipitados em termos do rendimento, que vai de pH 3,5 a 6 a uma RD de 

1:1. Os dados de pureza da Tabela 6, no entanto, indicam um efeito positivo do aumento de 

pH nesta variável. Os menores resultados de pureza coincidem com os ensaios que adotaram 

pH 3,5 para a ressuspensão, sugerindo que esta condição é agressiva demais para os mAbs. O 

melhor valor de pureza obtido coincidiu com o Ensaio 2 (59%), que adotou pH 6 e uma RD 

de 1:1, seguido pelo Ensaio 5 (58%), que adotou pH 5 e uma RD de 1:2. Considerando que a 

adoção de uma RD de 1:3 a pH 6 (Ensaio 4) levou a um decréscimo da pureza, nota-se um 

efeito negativo do aumento da RD neste caso. O mesmo foi observado para os ensaios a pH 
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3,5, que passaram de uma pureza de 38% (Ensaio 1, RD 1:1) para uma de 17% (Ensaio 3, RD 

1:3). No entanto, o uso de uma RD de 1:2 a pH 5 resultou em purezas próximas daquela 

obtida a pH 6 e RD 1:1, sugerindo que ou a RD não possui um impacto relevante em 

ressuspensões a pH 5, ou que um ensaio a pH 5 e RD 1:1 poderia resultar em uma pureza 

maior que 59%. Observa-se que, no caso destes experimentos, os valores de rendimento 

concordam com os valores de pureza, considerando-se que o motivo para estes terem ficado 

abaixo de 60% seja a ocorrência de coprecipitação. No entanto, é preciso considerar também 

neste caso que, devido ao baixo título de anticorpo no material de partida, é possível que os 

rendimentos da Tabela 6 sejam maiores que os valores reais. 

 Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019) observaram o uso de tampão acetato a pH 3,5 e 

uma RD de 1:2 como a condição ótima para a ressuspensão de precipitados obtidos por 

precipitação com PEG6000 12% e ZnCl2 2 mmol L-1. Os resultados dos autores discordam 

daqueles apresentados na Tabela 6, na qual o uso de um pH mais ácido se mostrou prejudicial 

ao precipitado. Considerando que os autores trabalharam com apenas um tipo de mAb IgG – 

diferentemente de Sommer et al. (2014), que avaliaram cinco – pode-se sugerir que a 

ressuspensão de diferentes mAbs pertencentes à classe IgG e que tenham sido obtidos por 

precipitação combinando PEG6000 e ZnCl2 não segue um comportamento similar. Contudo, é 

preciso considerar também que o tipo de sobrenadante utilizado pelos autores (proveniente de 

células CHO) foi diferente do utilizado no presente trabalho (proveniente de hibridomas), de 

forma que a composição do material de partida (em especial suas impurezas) pode influenciar 

as melhores condições de ressuspensão de precipitados obtidos com PEG6000/ZnCl2 

(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; GROSSHANS; SUHM; HUBBUCH, 2019; JIN et 

al., 2010) 

 A fim de avaliar o perfil proteico das melhores condições, os cromatogramas de SEC 

do Ensaio 1 para precipitação com PEG6000 14% (a) e do Ensaio 2 para precipitação com 

PEG6000 12% e ZnCl2 3 mmol L-1 (b) estão apresentados no Gráfico 12. O pico associado ao 

mAb estudado se encontra entre os de 20 e 25 min, conforme evidenciado pelo Gráfico 4 na 

seção 5.2. 
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Gráfico 12. Cromatogramas obtidos em SEC para o precipitado obtido por precipitação 

com PEG6000 14% (a) e para o precipitado obtido por precipitação com PEG6000 12% 

e ZnCl2 3 mmol L-1 (b), em fluxo isocrático com fase móvel A e tamanhos de partícula 7 

μm (pré-coluna) e 5 μm (coluna).. 

 

 

 Conforme pode ser observado no Gráfico 12, a ocorrência de coprecipitação ocorre 

nas duas condições de precipitação estudadas, tanto para impurezas de baixa massa molecular 

quanto de alta massa molecular. Considerando as diferentes proporções de intensidade em 

cada gráfico, nota-se que ambas as técnicas resultaram em impurezas de baixa massa 

molecular com intensidades próximas, enquanto a intensidade de impurezas de alta massa 

molecular se mostrou maior no Gráfico 12b do que no Gráfico 12a – isto inclui a observação 

de agregados (pico em 20 min) no Gráfico 12b. Visto que agregados também são observados 

no Gráfico 4a, é possível que a técnica de precipitação envolvendo PEG6000/ZnCl2 cause 

também a coprecipitação de agregados. No entanto, apesar de uma maior intensidade de 

impurezas ser observada no Gráfico 12b com relação ao Gráfico 12a, a diferença de 

intensidade entre seus picos associados ao mAb, e a diferença de intensidade entre estes e 

seus respectivos picos de impurezas, indicam que a técnica de precipitação utilizando 

PEG6000/ZnCl2 se mostrou mais seletiva do que a técnica utilizando apenas PEG6000. 

Considerando também a diferença de intensidade do sinal captado e apresentado no eixo das 



80 

 

ordenadas do Gráfico 4a em relação ao Gráfico 12a e Gráfico 12b, isto sugere que, de fato, os 

rendimentos observados na Tabela 5 e na Tabela 6 são maiores que os valores reais. 

 Considerando que a pureza estimada do material de partida foi de 47,6%, nota-se que 

o fator de purificação resultante da aplicação das técnicas de precipitação foi de 0,31 para o 

uso de PEG6000 14% e 1,24 para PEG6000 12% com ZnCl2 3 mmol L-1. Desta forma, 

verifica-se que houve de fato uma purificação do material de partida por parte da técnica 

utilizando PEG6000/ZnCl2, ao passo que a técnica utilizando apenas PEG6000 resultou em 

uma pureza menor que a inicial, o que sugere uma coprecipitação de impurezas maior do que 

a precipitação da molécula-alvo em si e uma menor seletividade da técnica.  

  

5.4 Determinação da viscosidade dinâmica 

Os precipitados ressuspensos com melhores valores de rendimento e pureza (Ensaio 1 

da Tabela 5 e Ensaio 2 da Tabela 6, ambos ressuspensos a pH 6 e RD 1:1) foram selecionados 

e avaliados em um reômetro para determinação de sua viscosidade dinâmica, bem como de 

seu índice de comportamento de fluido n e, portanto, seus comportamentos de fluxo, a partir 

do ajuste da Equação (4). A fim de avaliar o efeito da diluição sobre a viscosidade do sistema, 

os melhores resultados para uma RD diferente de 1:1 (Ensaio 6 da Tabela 5 e Ensaio 5 da 

Tabela 6, ambos a RD 1:2) também foram selecionados e avaliados. Os resultados obtidos 

estão presentes na Tabela 7, que inclui também os resultados obtidos para o material de 

partida, a solução estoque de PEG6000 40%, o sobrenadante das precipitações realizadas e 

uma solução de PEG6000 16% (sem material de partida). Os dados da Tabela 7 mostram que 

as soluções de PEG6000 e tampão apresentaram comportamento Newtoniano, o que concorda 

com a literatura reportada (BRIKOV; MARKIN; SUKHOVERKHOV, 2015). Desta forma, 

considerando que todas as amostras consistiam em soluções aquosas ou contendo PEG6000 

em concentração próxima de 16%, adotou-se uma taxa de cisalhamento de 100 s-1 para 

verificação da viscosidade aparente, visto que consiste em um valor típico para o escoamento 

de fluidos em tubulações.  
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Tabela 7. Índices de comportamento de fluxo e viscosidade aparente para precipitados 

ressuspensos, sobrenadantes de precipitação e mate rial de partida. 

Amostra 
Índice de comportamento de 

fluido 

Viscosidade dinâmica 

aparente (mPa s) 

Material de partida 0,8390 ± 0,0887 0,9959 ± 0,1421 

Soluções de PEG6000 e tampão   

Concentração 40% 1,0027 ± 0,0085 62,5947 ± 1,4528 

Concentração 16% 1,0108 ± 0,0049 7,1773 ± 0,0657 

Precipitações com PEG6000 14%   

Ensaio 1 1,1301 ± 0,0037 0,8323 ± 0,0136 

Ensaio 6 0,9870 ± 0,0097 0,7996 ± 0,0165 

Sobrenadante 0,9959 ± 0,0061 5,7098 ± 0,1055 

Precipitações com PEG6000 12% e 

ZnCl2 3 mmol L-1 
  

Ensaio 2 0,7518 ± 0,0631 2,4099 ± 0,0945 

Ensaio 5 0,7028 ± 0,0953 1,9993 ± 0,7778 

Sobrenadante 0,8676 ± 0,0117 5,9626 ± 0,1035 

 

 Com base na Tabela 7, nota-se que os sobrenadantes dos dois tipos de precipitação 

(com PEG6000 e PEG6000/ZnCl2) possuem viscosidade aparente semelhante (na ordem de 

5,5 a 6,0 mPa s), de forma que a adição de ZnCl2, nesse caso, não foi suficiente para reduzir a 

viscosidade do sistema durante a precipitação. Isto era esperado, considerando que o 

decréscimo na concentração de PEG6000 causada pela adição de ZnCl2 foi relativamente 

baixo (2% de diferença). Com relação aos precipitados ressuspensos, no entanto, percebe-se 

que as viscosidades aparentes resultantes diferem de acordo com a metodologia aplicada a 

eles. Os precipitados obtidos por precipitação com PEG6000 apresentaram viscosidade 

aparente próxima do material de partida, ao passo que os precipitados obtidos pela 

combinação de PEG6000 e ZnCl2 apresentaram viscosidade aparente superior, embora ainda 

inferior à do sobrenadante. Isto sugere que a lavagem do precipitado pode consistir em um 

fator relevante para a elevação da viscosidade, visto que precipitados de PEG6000/ZnCl2 

foram lavados com solução de PEG6000 e os precipitados de PEG6000, não. Contudo, as 

questões relacionadas ao rendimento discorridas na seção 5.3.2 podem apresentar uma 

influência nesta questão também, isto é, se os rendimentos dos precipitados obtidos com 

PEG6000 forem significativamente menores que aqueles observados na Tabela 5, a 

quantidade de PEG6000 remanescente após retirada do sobrenadante será consequentemente 
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baixa. Com relação à razão de diluição, este fator apresentou pouca relevância na viscosidade 

aparente dos precipitados ressuspensos, que não sofreram decréscimo apreciável.  

 Com relação ao índice de comportamento de fluido, observou-se um comportamento 

Newtoniano (ou próximo de Newtoniano) para algumas das amostras, conforme esperado. 

Contudo, a maioria das amostras desviou desse comportamento: por exemplo, observou-se 

um comportamento dilatante para o Ensaio 1 da Tabela 5. Considerando que a maioria das 

amostras testadas constituíam suspensão de partículas (precipitados ressuspensos), este 

comportamento pode ser explicado pela interação entre estas partículas, que, com um 

aumento do número de choques e da formação de agregados durante o escoamento, leva a um 

aumento da viscosidade (ANTON PAAR, 2023). Isto pode ser um indicativo de que esta 

amostra se encontra mais concentrada que as outras – especialmente de impurezas, ao se 

considerar o Gráfico 12a. Porém, este comportamento só passou a ser observado a partir de 

uma taxa de cisalhamento de 300 s-1, de forma que até este momento (incluindo a taxa fixada 

de 100 s-1), a amostra apresentou comportamento Newtoniano (n = 1,0037).  

Por outro lado, observou-se um comportamento pseudoplástico para o Ensaio 2 da 

Tabela 6, o Ensaio 5 da Tabela 6 e o sobrenadante da precipitação realizada com 

PEG6000/ZnCl2 – na verdade, o material de partida também demonstrou um comportamento 

pseudoplástico. Este comportamento do material de partida, embora inesperado, pode ser 

atribuído a traços de soro fetal bovino remanescentes da suplementação durante a produção 

dos anticorpos, visto que foi reportado que culturas de células contendo soro fetal bovino em 

biorreatores apresentaram comportamento pseudoplástico (WYMA et al., 2018). O 

comportamento das amostras resultantes da precipitação com PEG6000/ZnCl2, por sua vez, 

pode ser possivelmente explicado pela presença de íons Cl- provenientes da adição de ZnCl2: 

sendo fortes agentes caotrópicos, estes desfazem a estrutura natural da água (clusters de água) 

e levam a um aumento do número de moléculas livres de água, de forma que a solução se 

afasta de um comportamento Newtoniano (CHEN et al., 2017). Chen et al. (2017) avaliaram o 

índice de comportamento de fluido de soluções de ZnCl2 a diferentes concentrações, a uma 

temperatura de 25°C, e obtiveram valores de n de 0,172, 0,192, 0,229 e 0,571 para soluções 

de 29,6, 35, 45 e 65% de ZnCl2, respectivamente. Dado que íons Zn2+ permanecem no 

precipitado e em solução após a ressuspensão, isto explica o comportamento que também foi 

observado para os precipitados ressuspensos. De fato, testando-se um precipitado gerado por 

precipitação com ZnCl2 16 mmol L-1 e ressuspenso em razão de diluição 1:1, e ajustando a 

Equação (4) aos resultados, observou-se um n de 0,7647, o que mais uma vez caracteriza um 

comportamento pseudoplástico. 
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 Dutra et al. (2020) avaliaram a viscosidade resultante de precipitados ressuspensos 

gerados por precipitação com PEG6000 14%, PEG6000 7%/ZnCl2 2 mmol L-1 e ZnCl2 12 

mmol L-1. Os autores observaram uma viscosidade de cerca de 6,5 mPa s para o precipitado 

gerado com apenas PEG6000 e uma viscosidade de aproximadamente 3 mPa s para o 

precipitado gerado pela combinação de PEG6000 e ZnCl2, ao passo que o precipitado obtido 

com ZnCl2 apresentou viscosidade próxima do material de partida (aproximadamente 1 mPa 

s). Os resultados dos autores discordam dos apresentados na Tabela 7 com relação aos 

precipitados obtidos por precipitação com PEG6000, mas estão próximos da viscosidade 

obtida para o sobrenadante – o que pode ser um indicativo de que, de fato, os rendimentos 

obtidos estão acima dos valores reais e não refletem a verdadeira concentração de mAbs 

precipitados. Contudo, o resultado acerca da precipitação com PEG6000/ZnCl2 concorda com 

o resultado da Tabela 7, indicando que uma redução tão acentuada da concentração de PEG 

na precipitação não é necessária para alcançar um valor de viscosidade na ordem de 2,5 a 3 

mPa s. No caso do resultado relativo ao precipitado obtido com precipitação utilizando apenas 

ZnCl2, o valor de viscosidade obtido pelos autores foi menor do que a viscosidade aparente 

observada para o teste com ZnCl2 em 103 s-1, que foi de 1,8271 mPa s. 
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6 CONCLUSÕES 

A técnica de precipitação com PEG, ZnCl2 e a combinação dos dois foi testada para a 

captura de mAbs IgG1 anti-IgG humana a partir de sobrenadante de cultura celular clarificado. 

Observou-se que o uso de ZnCl2 como agente precipitante não se torna possível na presença 

de tampão fosfato de sódio ou tampão Tris-HCl em pH maior que 7, visto que a precipitação 

de Zn3(PO4)2 ou Zn(OH)2 ocorre mesmo na ausência de material de partida. No entanto, a 

análise da precipitação realizada a pH 7 com Tris-HCl não pôde ser efetuada, visto que o 

ZnCl2 levava a interferências com a fase móvel utilizada nos métodos analíticos, de forma que 

seu uso só se tornou possível em baixas concentrações (até 3 mmol L-1) e, portanto, em 

combinação com PEG. PEG6000 se mostrou um agente precipitante mais eficaz que 

PEG4000 para os mAbs, sendo que seu processo de precipitação se mostrou independente do 

tipo de tampão utilizado e pouco afetado pelo pH do sistema com o uso de altas concentrações 

de PEG (maiores que 10%). Foi obtido um rendimento de 80% com o uso de PEG6000 14% 

em Tris-HCl pH 8, enquanto o uso de PEG6000 12% e ZnCl2 3 mmol L-1 em Tris-HCl pH 7 

alcançou um rendimento de 67%, que foram consideradas as melhores condições de 

precipitação. A otimização da ressuspensão dos precipitados revelou que o pH se mostrou 

pouco influente no rendimento de mAbs, ao contrário da razão de diluição, que reduziu o 

rendimento conforme o aumento da diluição do sistema. Com relação à pureza destes 

precipitados, tanto o pH quanto a razão de diluição apresentaram influência apreciável. Foram 

obtidos 100% de rendimento e 15% de pureza para precipitado obtido com PEG6000 14% e 

ressuspenso em fosfato de sódio pH 6 em razão 1:1, e um rendimento de 100% e pureza de 

59% para precipitado obtido com PEG6000 12%/ZnCl2 3 mmol L-1 e ressuspenso em tampão 

acetato pH 6 e razão 1:1. Os cromatogramas obtidos para estimativa de pureza mostraram que 

o uso de PEG6000/ZnCl2 se mostrou mais seletivo para a captura dos mAbs IgG1 anti-IgG 

humana, embora apresentasse também a presença de agregados na solução. A análise de 

viscosidade dinâmica dos precipitados ressuspensos mostrou que as amostras obtidas por 

precipitação com PEG6000 apresentaram viscosidade próxima do material de partida, 

indicando que seu verdadeiro rendimento de mAbs é provavelmente menor do que aqueles 

obtidos neste estudo. Os precipitados obtidos por precipitação com PEG6000/ZnCl2 

apresentaram viscosidade próxima da relatada na literatura, porém a viscosidade verificada 

para o sobrenadante resultante mostra que a redução da concentração de PEG6000 

proporcionada pela adição de ZnCl2 não foi suficiente para fazer com que o sistema, durante a 

precipitação, apresentasse viscosidade inferior à obtida para sistemas utilizando apenas 
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PEG6000. Por fim, estudos avaliando a adição de métodos de purificação complementares 

(seja com o uso de outros agentes precipitantes ou de técnicas diferentes da precipitação, por 

exemplo a ultrafiltração) são recomendados, a fim de aumentar a pureza do produto final ou 

de realizar uma pré-concentração do material de partida. 
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APÊNDICE I 

  

A curva de calibração utilizada para quantificação dos mAbs em HPLC está presente 

no Gráfico 13 e representada na Equação (11), cujo R² é de 0,9986. 

 

Gráfico 13. Curva de calibração para quantificação de mAb em HPLC, por afinidade 

com proteína A. 

 

 

 

 (11) 

 

Em que: C = Concentração de mAb detectada (μg mL-1) 

  Apico mAb = Área sob o pico associado ao mAb no cromatograma (μV min) 

  FD = Fator de diluição (quando aplicável) 
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APÊNDICE II  

  

Aos dados das variáveis dependentes foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk, 

Kolmogorov-Smirnov e qui-quadrado para avaliar se estes apresentavam distribuição normal, 

considerando-se um valor de p maior que 0,05 (Shapiro-Wilk e qui-quadrado) ou não 

significativo (n.s.; Kolmogorov-Smirnov) para caracterizar um comportamento normal. 

Utilizou-se o critério de que, se ao menos um dos testes resultasse em comportamento normal, 

os dados seriam aceitos como possuindo distribuição normal e, portanto, elegíveis para a 

modelagem. Os resultados dos testes estão presentes na Tabela 8 (rendimento) e na Tabela 9 

(pureza). 

 

Tabela 8. Valores de p obtidos para testes de normalidade aplicados à variável de 

rendimento dos precipitados ressuspensos. 

 Método de precipitação utilizado 

Teste aplicado PEG6000 14% PEG6000 12% + ZnCl2 3 mmol L-1 

Shapiro-Wilk 0,0475 0,2596 

Kolmogorov-Smirnov n.s. n.s. 

Qui-quadrado 0,0111 0,0061 

 

Tabela 9. Valores de p obtidos para testes de normalidade aplicados à variável de 

pureza dos precipitados ressuspensos. 

 Método de precipitação utilizado 

Teste aplicado PEG6000 14% PEG6000 12% + ZnCl2 3 mmol L-1 

Shapiro-Wilk 0,0215 0,0971 

Kolmogorov-Smirnov n.s. n.s. 

Qui-quadrado 0,0131 0,0421 

 

 As tabelas ANOVA obtidas para a modelagem das variáveis de rendimento e pureza 

estão apresentadas da Tabela 10 à Tabela 12. Apenas modelos que obtiveram um R² maior 

que 0,7 foram considerados e, portanto, possuem tabela ANOVA. Utilizou-se o critério de que 
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o valor calculado para distribuição F deveria ser maior que o valor tabelado de Fisher para 

distribuição F para que se aceitasse o modelo como válido. Considerou-se um nível de 

confiança de 95% um valor tabelado de 9,55 para distribuição F neste caso (2 graus de 

liberdade para regressão e 3 para resíduo). A média quadrática foi calculada como sendo a 

razão entre a soma quadrática e o número de graus de liberdade, e a distribuição F foi 

calculada a partir da razão entre a média quadrática da regressão e a do resíduo. 

 

Tabela 10. Tabela ANOVA resultante da modelagem dos dados de rendimento da 

ressuspensão de precipitados obtidos por precipitação com PEG6000 14%. 

Fonte de variação 
Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 
Distribuição F 

pH 0,0000 1 0,0000 

13,0115 

RD 0,0126 1 0,0126 

Total regressão 0,0126 2 0,0063 

Resíduo 0,0014 3 0,0005 

Total resíduo 0,0014 3 0,0005 

Total 0,0140 5 0,0140 

 

Tabela 11. Tabela ANOVA resultante da modelagem dos dados de rendimento da 

ressuspensão de precipitados obtidos por precipitação com PEG6000 12% e ZnCl2 3 

mmol L-1. 

Fonte de variação 
Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 
Distribuição F 

pH 0,0000 1 0,0000 

28,3866 

RD 0,0179 1 0,0179 

Total regressão 0,0179 2 0,009 

Resíduo 0,0009 3 0,0003 

Total resíduo 0,0009 3 0,0003 

Total 0,0189 5 0,0189 
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Tabela 12. Tabela ANOVA resultante da modelagem dos dados de pureza da 

ressuspensão de precipitados obtidos por precipitação com PEG6000 14%. 

Fonte de variação 
Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 
Distribuição F 

pH 0,0047 1 0,0047 

12,3109 

RD 0,0053 1 0,0053 

Total regressão 0,0100 2 0,0050 

Resíduo 0,0012 3 0,0004 

Total resíduo 0,0012 3 0,0004 

Total 0,0112 5  

 

 

 


