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APRESENTAÇÃO

A Obra “A pesquisa em ciências biológicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 
3”,  traz ao leitor vinte artigos de relevada importância na área de ciências biológicas. O 
Foco principal desta obra é a discursão e divulgação cientifica de pesquisas nacionais, 
englobando as diferentes áreas de atuação da biologia.

É indubitavelmente evidente o avanço científico nesta área, o que aumenta a 
importância e a necessidade de atualização e consolidação de conceitos, técnicas, 
procedimentos e temas. 

As pesquisas estão divulgadas na forma de artigos originais e de revisões nos 
diferentes campos dentro das Ciências Biológicas suas subdivisões ou conexões. Portanto, 
englobando a: Genética, Biologia molecular, Microbiologia, Parasitologia, Virologia, 
Patologia e Ecologia.  Produzindo assim uma obra transversal que vai do atendimento ao 
paciente a pesquisa básica. 

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e 
estudantes pertencentes às Ciências Biológicas e suas interfaces ou áreas afins. Entretanto, 
é uma leitura interessante para todos aqueles que de alguma forma se interessam pela 
área. 

Cada capítulo foi elaborado com o propósito de transmitir a informação científica de 
maneira clara e efetiva, em português, linguagem acessível, concisa e didática, atraindo a 
atenção do leitor, independente se seu interesse é acadêmico ou profissional.

O livro “A pesquisa em ciências biológicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 3”, 
traz publicações atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura 
adequada, propicia e confiável para a divulgação científica de diversas áreas de pesquisa. 

Alana Maria Cerqueira de Oliveira 
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RESUMO: A precipitação seletiva de proteínas é 
largamente utilizada na produção de biofármacos. 

A vacina de hepatite B (recombinante) do 
Instituto Butantan é composta pela proteína 
recombinante de superfície do vírus, antígeno 
S (HBsAg). No processo de purificação das 
partículas semelhantes ao vírus (VLPs), o 
precipitado de proteínas da cepa hospedeira 
(HCPs) é atualmente removido por centrifugação 
contínua. Os filtros de profundidade Clarisolve® 
são apresentados como ferramentas eficientes 
para clarificar culturas celulares de alta densidade. 
Nós avaliamos os filtros Clarisolve® 20MS, 40MS 
e 60HX, comparando os filtrados com o controle 
centrifugado, a fim de verificar a viabilidade do 
seu uso como técnica alternativa na remoção de 
precipitados de proteínas. Os desempenhos 
foram similares e satisfatórios em termos do 
aumento de pressão ao longo do procedimento, 
bem como turbidez, OD280, perfil eletroforético, 
conteúdo de proteínas total/específica e de DNA 
residual do filtrado. O filtro 40MS foi selecionado 
para um desafio de alto fluxo, compatível com 
as necessidades da escala industrial. Houve 
um incremento de pressão exponencial no final 
da corrida, embora estivesse bastante aquém 
do limite de pressão do filtro e sem impacto na 
qualidade do filtrado. Desta forma, 40MS foi 
considerado o candidato ideal para substituir a 
centrifugação na remoção de HCPs.
PALAVRAS-CHAVE: filtro de profundidade, 
precipitação seletiva de proteínas, clarificação.
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NOVEL USE FOR CLARISOLVE® DEPTH FILTERS SUBSTITUTING 
CLASSICAL CENTRIFUGATION IN PROTEIN PURIFICATION BY SELECTIVE 

PRECIPTATION
ABSTRACT: Selective protein precipitation is widely used in the production of biopharmaceuticals. 
Butantan Institute’s hepatitis B vaccine is composed by the virus recombinant surface S-antigen 
(HBsAg). Continuous centrifugation is currently used to remove host cell proteins (HCPs) 
precipitates in the virus-like particles (VLPs) purification process. Clarisolve® depth filter is 
presented as an efficient tool to clarify high-density cell cultures. We evaluated 20MS, 40MS 
and 60HX Clarisolve® units against centrifugation (control) in order to verify its feasibility as an 
alternative technique to protein precipitates removal. They presented similar and satisfactory 
performance in terms of pressure along the procedure and also filtrate’s turbidity, OD280, total/
specific protein, electrophoretic profile and DNA content. The 40MS media was selected for 
a high-flow challenge, compatible with industrial production demand. Resistance increased 
exponentially at the end, even though far from the limit pressure, with no impact on filtrate quality. 
Therefore, 40MS was considered the ideal candidate to replace HCP clearance by centrifugation.
KEYWORDS: depth filter, selective protein precipitation, clarification

1 | 	INTRODUÇÃO
Os processos de purificação de proteínas na produção de biofármacos incluem, em 

sua grande maioria, etapas de clarificação primária (separação de células e debris celulares) 
e secundária (remoção de macromoléculas, em etapas posteriores de purificação). A 
importância das etapas iniciais após a colheita e (se necessário) a desintegração das 
células, é a de preparar o produto intermediário para os passos subsequentes mais 
refinados e específicos de purificação da proteína alvo (LE MERDY, 2015). Classicamente 
a centrifugação tem sido a técnica padrão utilizada, seguida ou não por filtração. Cada 
vez mais, com o contínuo desenvolvimento de filtros mais eficientes, a clarificação por 
filtração tem sido como uma alternativa atraente (O’BRIEN et al., 2012), por conta da 
facilidade de escalonamento e compatibilidade com processos de uso único (BESNARD 
et al, 2016). Filtros em profundidade com variados desenhos de construção são boas 
opções para processar volumes vultosos e/ou altas densidades celulares. A disponibilidade 
de filtros de profundidade de uso único para processos em larga escala tem permitido 
aos desenvolvedores melhorar e simplificar os processos de downstream (O’BRIEN et al., 
2012). Novos filtros têm sido criados, associados a pré-tratamentos da suspensão de forma 
a flocular/agregar células, debris e impurezas associadas, possibilitando processos mais 
ágeis, flexíveis e escalonáveis (SINGH et al., 2013). 

Os filtros Clarisolve® (Merck Millipore) são construídos em multicamadas, de forma 
a conferir um gradiente de densidade projetado especificamente para distribuições de 
partículas de diferentes tamanhos (figura 1). Foram inicialmente concebidos para substituir 
centrífugas na clarificação primária de culturas de células pré-tratadas (floculação), 
particularmente na produção de anticorpos monoclonais (MERCK MILLIPORE, 2017), 
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resultando em um filtrado de baixa turbidez contendo a proteína de interesse. 

Figura 1. Filtros Clarisolve® (Merck Millipore). Faixas de porosidade, composição e aplicações. 
(Modificado de Merck Millipore, 2016)

A vacina adsorvida hepatite B (recombinante) produzida no Instituto Butantan 
é composta pelo antígeno S de superfície do vírus (HBsAg), expresso pela levedura 
transformada Pichia angusta (Hansenula polymorpha). Após o processo fermentativo as 
células são colhidas, lavadas e rompidas. O processo de purificação inclui a precipitação 
seletiva de proteínas derivadas da célula hospedeira (HCPs), por redução de pH. Os 
precipitados são removidos por centrifugação em fluxo contínuo, conferindo uma redução 
pelo menos 80% das proteínas totais. Vislumbramos a possibilidade de substituir a 
centrífuga por filtro de profundidade nesta etapa. O objetivo deste trabalho foi avaliar os 
filtros Clarisolve® na remoção dos agregados de HCPs/ácidos nucleicos após a precipitação 
ácida.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	 Material aplicado
Material da fase intermediária de purificação do HBsAg, após as etapas de 

desintegração celular, remoção dos debris por centrifugação, concentração e diafiltração 
do sobrenadante (CD). Antes das filtrações o pH foi reduzido sob baixa agitação, em banho 
de gelo, para promover a precipitação de HCPs e ácidos nucleicos, predominantemente. 

O pH dos filtrados e do sobrenadante da centrifugação (padrão) foi neutralizado 
imediatamente após sua obtenção.

2.2	 Filtração
Foram utilizados os filtros em profundidade Clarisolve® mPod (Merck Millipore), com 

23 cm2 de área, nas gramaturas disponíveis - 20MS, 40MS e 60HX (figura 1 e 2A). CD 
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(300 – 330 mL) foi aplicado em até três filtros simultaneamente, em linhas paralelas (figura 
2B). A pressão dos sistemas foi continuamente monitorada e todo o filtrado foi fracionado 
(15 mL) para análises. Como controle, uma amostra de CD foi centrifugada (6.000 x g/35 
min), para remoção dos precipitados e colheita do sobrenadante clarificado (PS). Os testes 
de dimensionamento dos filtros Clarisolve® seguiram as metodologias PMax™ e TMax™ 
(MERCK MILLIPORE, 2000). 

Figura 2. Unidade filtrante Clarisolve®: A) Clarisolve® mPod, 23 cm2, 20MS, 40MS ou 60HX. 

B) Esquema de aplicação de CD em até 3 unidades, simultaneamente, com monitoramento contínuo 
da pressão.

2.3	 Análises 
As frações (15 mL) e o pool de cada filtrado, assim como o controle centrifugado, 

foram analisados quanto a turbidez (medida indireta, DO600), DO280, conteúdo de proteínas 
totais (PierceTM BCA Protein Assay Kit – ThermoFisher Scientific), titulação da proteína 
específica (PHA – passive haemagglutination assay, RCP Diagnostic Systems, cat. #B-
431 - Russia), perfil eletroforético (SDS-PAGE, 12% acrilamida - LAEMMLI, 1970) corado 
por prata (HEMPELMANN & KAMINSKY, 1986), padrão de HBsAg purificado (concentrado 
proteico da vacina adsorvida hepatite B do Instituto Butantan), padrão de peso molecular 
LMW eletroforese SDS, (Amersham, atual Cytiva) e conteúdo de DNA residual (Quant-iTTM 
PicoGreen dsDNA assay kit – Invitrogen).

3 | 	RESULTADOS

3.1	 Triagem 
No primeiro teste comparamos os três modelos disponíveis dos filtros Clarisolve® - 

20MS, 40MS e 60HX. As unidades foram montadas em paralelo, alimentadas pela mesma 
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bomba peristáltica (figura 2B) e 330 mL (130 mL/m2) de CD foram aplicados em cada uma 
delas, simultaneamente. O fluxo de alimentação foi de 45 L/m2h, próximo ao recomendado pelo 
fabricante. As características dos filtrados – turbidez, proteínas totais, específica e conteúdo de 
ácidos nucleicos - foram semelhantes entre si e também o controle centrifugado PS (tabela 1). 
De modo geral, durante a corrida os valores de turbidez e DO280 foram mais altos nos primeiros 
50 L/m2 (frações iniciais), particularmente com o HX60, com estabilização em cerca de 10% 
daqueles do material inicial (figura 3A). Nos filtrados (pool das frações), bem como no controle 
centrifugado PS, houve uma perda de até 4 vezes do HBsAg. Em contrapartida, o conteúdo de 
proteínas totais caiu para menos de 20% e o de DNA residual para menos de 3% em relação ao 
material inicial.

Teste 1 CD #1 PS 1 20MS 40MS 60HX

DO280 40,15 4,76 4,40 5,22 4,68

Turbidez (NTU) 979 214 176 218

HBsAg (título) <16000 4000 >4000 >4000 >4000

BCA (mg/mL) 2390 447 487 479 450

DNA (ng/mL) 76640 547 1726 1136 2018

Testes 2&3 CD #2 PS 2 20MS 40MS PS 3 40MS high 
flux

Turbidez (NTU) 900 96 87,9 83,2

DO280 38,10 4,23 3,78 3,53 4,23 363

HBsAg (título) 32000 >4000 8000 >4000 >4000 >4000

BCA (mg/mL) 4150 458 503 476 578 466

DNA (ng/mL) 51040 315 1431 537 538

Tabela 1. Resultados das análises dos filtrados (pools) dos três testes, comparados ao controle centrifugado 
(PS) e o material inicial (CD). Proteínas totais (por BCA), específica (titulação do HBsAg por hemaglutinação 

passiva) e conteúdo de DNA residual. PS 1, 2 e 3 são os materiais centrifugados durante testes 1 a 3, 
respectivamente. NTU = (Unidade de Turbidez Nefelométrica).
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Figure 3. Desempenho dos filtros Clarisolve®: turbidez (frações) e pressão ao longo do processo de 
filtração. A) teste 1 (45 L/m2h); B) testes 2 (36 L/m2 h) e 3 (83 L/m2h - high flux).

Durante parte da filtração com a unidade 20MS houve formação de espuma, sem 
comprometimento da corrida ou do produto resultante. Este fenômeno, por outro lado, foi mais 
intenso com o filtro 60HX, determinando a finalização precoce da filtração e, consequentemente, 
a eliminação deste modelo nos demais estudos. Observou-se também um leve aumento da 
pressão dos sistemas, mas sempre abaixo de 0,08 psi, valor este distante do limite máximo de 
20 psi preconizado pelo fabricante. (figura 3A).

Os filtros 20MS e 40MS foram novamente comparados entre si num segundo teste, 
com um novo lote de CD. A partir deste teste foi decidido o aguardo de 30 minutos após a 
redução de pH, antes do início da filtração, realizada num fluxo de 36 L/m2h. Os desempenhos 
foram semelhantes aos observados na primeira triagem (figura 3B e tabela 1), com uma sutil 
vantagem do Clarisolve® 40MS no fluxo de filtração e na remoção de DNA residual. Não foram 
observadas diferenças relevantes no perfil eletroforético das frações/pool oriundos dos dois 
filtros (figura 4). As frações iniciais ainda apresentaram mais impurezas, mas sem impacto para 
a qualidade do filtrado total. 
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Figure 4. SDS-PAGE de amostras dos testes 2 e 3.

f=fração; S=pool de frações de cada filtrado; H= HBsAg purificado (setas indicam altura das 
bandas correspondentes aos monômero e dímero); LMW = padrão de peso molecular;            PS = 

sobrenadante centrifugado (controle), CD = material inicial, antes da redução de pH.

3.2	 Desafio 
O mesmo lote de CD do segundo teste foi utilizado num terceiro teste, para desafiar 

o filtro Clarisolve® 40MS com incremento do fluxo de 83 L/m2h (figura 3B). Mesmo com o 
aumento exponencial da resistência no final da filtração, alcançando 12 psi/Lm2h, ainda restou 
uma grande margem em relação à pressão máxima preconizada pelo fabricante, de 20 psi/Lm2h. 
A figura 4 mostra o perfil eletroforético de uma fração inicial, intermediária e final dos testes 2 e 3, 
comparadas ao do material inicial e do controle centrifugado. As frações iniciais apresentam mais 
bandas, tanto as correspondentes aos monômeros e dímeros de HBsAg (pela comparação com 
o antígeno purificado, amostra H) quanto por algumas contaminantes. Já havia sido verificado 
em amostras do processo industrial, por Western Blot, que as bandas de baixo peso moléculas 
presentes em quase todas as amostras são de HBsAg degradado, não impactando na pureza do 
produto. A qualidade do filtrado (pool) no desafio foi mantida, semelhante aos filtrados em menor 
fluxo e ao padrão centrifugado PS (tabela 1, figura 4).

4 | 	DISCUSSÃO
Embora as etapas de clarificação sejam tecnologicamente mais simples, o 

estabelecimento cuidadoso de parâmetros impacta enormemente na qualidade do material 
resultante e, consequentemente, no desempenho das etapas posteriores de purificação. Por 
muitos anos a centrifugação tem sido a técnica padrão, seja na clarificação primária (remoção 
de células e debris celulares), seja na secundária, em etapas posteriores do downstream. Com 
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o desenvolvimento da tecnologia de construção dos sistemas filtrantes, associada à crescente 
tendência de dispositivos de uso único na indústria de biofármacos, a substituição da centrífuga 
por filtros tem sido cada vez mais presente. Além das vantagens no escalonamento, dispensa 
dos procedimentos de limpeza e, consequentemente, o da custosa validação de limpeza, há 
também a facilidade de sua implementação no processo produtivo (BESNARD et al., 2016). 
Neste universo em expansão, os filtros em profundidade modernos despertam grande interesse, 
pela sua capacidade de processar volumes cada vez maiores, principalmente associados a pré-
tratamento do material com agentes floculantes, com uma área filtrante relativamente pequena, 
se compararmos aos filtros de décadas atrás. Encontramos muitos exemplos do seu uso nas 
etapas de colheita e na clarificação após rompimento celular. Neste trabalho verificamos se 
esse tipo de filtro poderia também ser usado na separação de proteínas precipitadas de uma 
suspensão, uso esse ainda limitado nos bioprocessos. Os filtros Clarisolve® (Merck Millipore) 
foram concebidos para separação de células em culturas de alta densidade, para obtenção 
do meio contendo anticorpos monoclonais (MERCK MILLIPORE, 2017). Por seu tipo de 
estrutura, mostraram-se bons candidatos a esse estudo, devido à faixa de tamanho de 
poros ser aparentemente compatível com nosso material. 

Durante a redução do pH é importante que o material seja mantido tem temperatura baixa, 
inferior a 12 oC. A agitação constante é necessária durante a adição do ácido, para que não haja 
pontos de extremos de pH, mas deve ser apenas o suficiente para homogeneizar a suspensão. 
O princípio deste método é o de que, quando o pH atinge o valor do seu pI, a somatória de 
cargas (resíduos positivos x negativos) de cada proteína equilibrada e, portanto, neutra. Isto 
permite que as moléculas se aproximem umas das outras, pela diminuição da repulsão elétrica, 
e precipitem. Uma agitação mais vigorosa pode prejudicar essa interação molecular. 

Num primeiro teste comparamos os três modelos à disposição, simultaneamente, como 
o mesmo material e a mesma alimentação do sistema. Houve uma perda importante do HBsAg, 
mas não diferente da resultante da clarificação por centrifugação. Em contrapartida, o conteúdo 
de proteínas totais foi reduzido em mais de 80%, uma importante taxa de purificação já no 
início do downstream. A remoção de DNA residual também foi bastante relevante: embora a 
concentração fosse de 2 a 4 vezes maior nos filtrados em relação ao controle centrifugado, 
mesmo assim representou mais de 97% de redução. Apesar da clarificação nesta etapa objetivar 
a remoção das HCPs, não é inesperado o grande efeito carreador de ácidos nucleicos resultante. 

O alvo de uma clarificação primária é a obtenção de um filtrado límpido, como a menor 
turbidez possível. No nosso caso é importante que seja mantida uma porcentagem para que não 
ocorra perda do HBsAg nas etapas subsequentes de purificação. Os valores de turbidez, DO280 
e conteúdo proteico foram semelhantes aos do controle centrifugado, como era desejado.

Nesta primeira triagem o filtro 60HX foi descartado, já que houve formação de 
espuma durante quase toda a corrida, impedindo a finalização da filtração. Apesar deste 
ocorrido ter sido inicialmente inesperado, por ser o modelo de maior porosidade, é bastante 
plausível que as camadas intercalantes de celulose e terra diatomácea (ausentes apenas 
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no 60HX) contribuam significativamente na capacidade dos outros modelos. A filtração com 
o 20MS também apresentou formação de espuma por um tempo, mas sem impacto para o 
processo nem para o produto, aparentemente. 

Os filtros 20MS e 40Ms foram então novamente comparados, com um outro lote de 
CD. Como as frações iniciais dos filtrados do primeiro teste haviam apresentado grau de 
impurezas considerável, decidimos aguardar 30 minutos após a redução do pH, para tornar 
mais eficiente a formação dos precipitados. O desempenho dos filtros neste segundo teste 
foi semelhante ao do primeiro – as pequenas diferenças podem estar associadas a:

1. Concentração proteica inicial – a variação de DO280 do material inicial pode 
influenciar na porcentagem de precipitação das HCPs, exigindo em casos mais 
extremos uma maior redução do pH; 

2. Tamanho dos agregados – é bem possível que a espera de 30 min após a redução 
do pH, antes da filtração, tenha resultado em partículas um pouco maiores, o que 
pode ter permitido a retenção de proteínas de forma diversa em relação ao primeiro 
teste. A tabela 1 e a figura 4 mostram que a turbidez do pool de filtrados e das 
frações, respectivamente, foi praticamente a metade no segundo teste em relação 
ao primeiro, para os mesmos modelos de filtro, mesmo A pressão durante a filtração 
foi semelhante nos dois testes com o modelo 40MS, já para o 20MS ela praticamente 
dobrou. Uma explicação é a de os poros maiores do filtro 40MS permitiram uma 
distribuição mais uniforme por todo o corpo filtrante, enquanto o 20MS pode ter 
sofrido uma saturação precoce das primeiras camadas;

3. Poderíamos supor que a pequena diferença de fluxo entre o primeiro e segundo 
teste (45 L/m2h e 36 L/m2h). Mas frente à semelhança de desempenho num fluxo duas 
vezes maior, essa suposição é improvável. 

A maior concentração de impurezas nas primeiras frações não chegou a impactar na 
qualidade do filtrado total (figura 4). As HCPs remanescentes no material após a clarificação 
(filtrado ou centrifugado) são provavelmente ácidas – permaneceram solubilizadas pelo 
fato do pH não ter sido reduzido o suficiente para se igualar ao pI das mesmas. A amostra 
de CD (material inicial) aplicada no gel de eletroforese foi bastante diluída para melhor 
visualização das bandas de interesse, o que pode dar a falsa impressão de que está muito 
pura – sem essa diluição não seria possível distinguir as proteínas entre si. 

O modelo 40MS foi eleito para ser desafiado com um fluxo maior de alimentação, 
de forma que o tempo total de processo fosse compatível com a realidade na produção 
industrial. Não houve impacto na qualidade do produto obtido (tabela 1, amostra 40MS 
high flux). No final da filtração a pressão subiu de forma mais incisiva em relação ao teste 
anterior, se mantendo mesmo assim bem aquém do limite recomendado pelo fabricante. 
Isso significa que, provavelmente, um volume extra poderia ter sido processado antes da 
saturação do filtro. Seria necessário conferir se a qualidade do filtrado seria mantida, mas a 
probabilidade é alta já que os resultados preliminares mostram que, em todos os cenários, 
a qualidade do filtrado permanece constante após um carregamento de 50 L/m2h. 
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Embora a remoção do conteúdo de DNA (da cepa produtora) residual não seja o 
propósito principal desta etapa de purificação, há um claro efeito carreador (tabela 1), para o 
qual o filtro 40MS se mostrou mais eficiente. Houve uma redução de mais de 97%, efeito este 
importante já que para reprovação do concentrado proteico (o produto final da purificação) 
bastam 100 pg DNA no equivalente a 1 dose de vacina. 

VENKITESHWARAN et al. (2015) discutem que os filtros de profundidade comumente 
possuem celulose e terra diatomácea em sua estrutura, como é o caso dos Clarisolve® 
20MS e 40MS. A estrutura fibrosa desses filtros é mantida por ligantes de resina polimérica 
positivamente carregadas. Os mesmos mecanismos de captura mecânica e adsorção por 
interações eletrostáticas e/ou hidrofóbicas podem reter parte das partículas virais, embora esse 
comportamento possa variar conforme o vírus e o filtro. Considerando a significativa perda do 
HBsAg observada no processo de clarificação, é possível que parte esteja retida por esses 
fenômenos, somando-se ao efeito carreador da precipitação em si, já que o controle centrifugado 
também sofre esta perda. 

A empresa fornecedora dos filtros Clarisolve® participou da condução destes estudos. 
Foi possível determinar a área filtrante de 2,75 m2 como suficiente para realizar a clarificação de 
200 L de CD, no mesmo tempo gasto para a centrifugação, incluindo a limpeza do equipamento 
– etapa inexistente no uso dos filtros, pelo fato de serem descartáveis. Os testes de 
dimensionamento dos filtros Clarisolve® seguiram as metodologias PMax™ e TMax™, onde 
o objetivo do ensaio visa encontrar pontos máximos de contrapressão e turbidez máxima, 
respectivamente. Essa metodologia auxilia nas etapas de escalonamento do processo, 
pois o comportamento real da filtração em um dado fluxo constante é realizado seguindo 
o esperado para a etapa de processo. A técnica de PMax™ é comumente utilizada para 
dimensionamento de filtros de profundidade e a escolha do fluxo de alimentação adequado 
interfere nos mecanismos de retenção dos filtros. Por se tratar de filtros que possuem 
carga positiva, oriunda das resinas ligantes das matrizes dos filtros, o filtro retém partículas 
indesejadas por exclusão por tamanho e adsorção de partículas carregadas negativamente, 
melhorando a performance dos filtros. O ensaio TMax™ visa encontrar a curva de ruptura 
de turbidez, medida em NTU, onde o valor limite está vinculado a turbidez inicial da amostra 
antes da filtração. A medida de turbidez é um dos indicativos de qualidade e, sendo medido 
ao longo do ensaio, apresenta uma curva de capacidade (L/m²) dos filtros.

Os gráficos apresentados usam referências de carregamento ou capacidade (L/m²) 
e resistência (psi/L/m².h). Esses valores são importantes de serem representados para o 
monitoramento e a manutenção de escalas e comparativos futuros, como os realizados no 
estudo, com fluxos mais altos. Um filtro pode apresentar resistências distintas relativas a 
fluxos diferentes, dado o fato de que os mecanismos de saturação e, consequentemente, 
qualidade do filtrado tem relação direta com o fluxo de alimentação e tempo de residência 
das partículas na profundidade dos filtros. 

Além da vantagem de não requerer uma etapa de limpeza e sanitização de equipamento, 
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principalmente para fábricas ainda em planejamento, ainda temos o tamanho mais reduzido, 
a flexibilidade e a manutenção do sistema de filtração - suporte com os cassetes e bomba de 
alimentação – em relação a uma centrífuga industrial

A precipitação seletiva de proteínas na indústria de biofármacos é também obtida com 
adição de sais (ex. sulfato de amônio), em concentrações bem definidas, de acordo com as 
características da proteína alvo e das HCPs. É bastante plausível que os filtros em profundidade 
possam também substituir as centrífugas no processo de clarificação neste caso. 

5 | 	CONCLUSÕES
Por ser um processo relativamente barato e com capacidade de processar grandes 

volumes de material, as técnicas de clarificação são muito empregadas no início do 
processo de purificação. A sua qualidade tem impacto importante no desempenho das 
demais etapas do processo.

Os filtros Clarisolve® se mostraram compatíveis com a demanda de processo 
da etapa de clarificação pós precipitação ácida, na produção da vacina de hepatite B 
(recombinante) do Instituto Butantan, tendo o modelo 40MS sido eleito como a melhor 
escolha para substituir a centrifugação. Mais estudos para o refino dos parâmetros do 
processo de filtração, incluindo um eventual ajuste na força iônica do material inicial, bem 
como um estudo de arraste de material retido nos filtros com tampões, podem reduzir a 
perda do HBsAg, principal revés desta etapa.  
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