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RESUMO 

Anticorpos ou imunoglobulinas estão dentre as proteínas que mais requerem alto grau 

de pureza para suas aplicações, como no diagnóstico e no tratamento de doenças. 

Métodos de purificação atuais, os quais fornecem altos rendimentos e graus de pureza, 

para essas biomoléculas podem envolver a cromatografia de afinidade, uma técnica que 

se baseia na interação seletiva entre um ligante imobilizado e o produto de interesse. A 

utilização desses procedimentos levam a redução do número de etapas adicionais, custos 

e tempo de processamento quando comparados a outros métodos de purificação de 

proteínas. Esse trabalho visou sintetizar e caracterizar uma fase estacionária monolítica 

com propriedades adequadas para ser utilizada em cromatografia de afinidade por íons 

metálicos imobilizados para a separação de imunoglobulinas G (hIgG) a partir do soro 

humano. Diferentes condições de criopolimerização dos monômeros acrilamida (AAm), 

bisacrilamida (MBAm) e alil-glicidil-éter (AGE) na presença de cadeias de quitosana 

(CS) e do reagente de reticulação glutaraldeído (GA) foram testadas e o criogel que se 

mostrou mais adequado foi selecionado. O agente quelante ácido iminodiacético (IDA) 

foi imobilizado covalentemente no criogel, sendo denominado de PAAm-CS-GA-AGE-

IDA. Em seguida, as capacidades de adsorção e purificação de hIgG do criogel na 

presença ou não de íons Cu2+ e Ni2+ quelatados foram investigadas. No criogel contendo 

Ni2+ quelatado, o sistema tamponante fosfato de sódio a pH 7,0 (25 mmol L-1) contendo 

imidazol (2 mmol L-1) mostrou ser a condição mais promissora por proporcionar 

rendimento de 55% e pureza de 88% para hIgG. A curva de ruptura revelou que o 

criogel foi seletivo para hIgG em condições de saturação, resultando em pureza de 96%. 

Os experimentos cinéticos evidenciaram que o tempo de equilíbrio de adsorção é 

rapidamente alcançado. Finalmente, isotermas de adsorção foram construídas e os 

parâmetros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich foram ajustados por 

regressão não linear. O modelo de Langmuir-Freundlich, representou bem os dados 

experimentais de adsorção, resultando em capacidade máxima igual a 31,19 mg hIgG/g 

criogel seco e constante de dissociação da ordem de Kd = 10-7 mol L-1. Os resultados 

obtidos mostraram o potencial do criogel de poliacrilamida e quitosana com íons 

metálicos imobilizados em separar e purificar hIgG a partir do soro humano. 
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ABSTRACT 

Antibodies or immunoglobulins are amongst the proteins that require the most degree of 

purity for their applications, such as in the diagnostic and treatment of diseases. Current 

purification methods, in which allow high yields and degree of purity, for those 

biomolecules can involve affinity chromatography, a technique that is based on the 

selective interaction between an immobilized ligand and the product of interest. The 

utilization of those procedures leads to the reduction of the number of additional steps, 

costs and processing time when compared to other protein purification methods. This 

work aimed to synthetize and characterize a monolithic stationary phase with adequate 

properties to be used in immobilized metal ion affinity chromatography to separate 

immunoglobulin G (hIgG) from human serum. Different conditions of 

cryopolimerization of the acrylamide, bisacrylamide, allyl-glycidyl-ether in the presence 

of chitosan chains and the crosslinking agent glutaraldehyde were tested and the cryogel 

that proved more suitable was selected. The chelating agent iminodiacetic acid (IDA) 

was covalently immobilized onto the cryogel, which was named as PAAm-CS-GA-

AGE-IDA. Then, the adsorption and purification capacities of hIgG by the cryogel in 

the presence or not of chelated Cu2+ and Ni2+ ions were investigated. In the cryogel with 

chelated Ni2+, the sodium phosphate buffer system at pH 7,0 (25 mmol L-1) with 

imidazole (2 mmol L-1) proved to be the most promising condition for providing yield 

of 55% and purity of 88% for hIgG. The breakthrough curve revealed that the cryogel 

continued to be selective for hIgG under saturation conditions, resulting in 96% of 

purity. The kinetics experiments evidenced that the equilibrium time of the adsorption is 

quickly reached. Finally, adsorption isotherms were built and the parameters of the 

Langmuir and Langmuir-Freundlich models were adjusted by non-linear regression. 

The Langmuir-Freundlich model represented well the adsorption experimental data, 

resulting in the maximum capacity equal to 31,19 mg hIgG/g dry cryogel and a 

dissociation constant in the order of Kd = 10-7 mol L-1. The obtained results proved the 

potential of the cryogel of polyacrylamide and chitosan with immobilized metal ions to 

separate and purify hIgG from human serum. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Avanços nas tecnologias relacionadas à engenharia genética e técnicas de DNA 

recombinante propiciaram um aumento significativo na demanda por proteínas. 

Entretanto, grande parte das operações de produção que envolvem biomoléculas ainda 

são muito custosas, principalmente às relacionadas à recuperação e purificação, pois 

pode chegar a ser responsável por 50 a 80% do custo total de produção da proteína-alvo 

(ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007). Dessa forma, há uma preocupação em desenvolver 

novos métodos de purificação, principalmente os que minimizem os custos, 

possibilitando a aquisição desses produtos por maior parte da população, resultando em 

benefícios socioeconômicos. Requerem-se, então, técnicas de purificação que sejam 

simples e com alto custo-benefício (SINGH et al., 2014). 

Dentre as proteínas com a maior demanda de quantidade e de pureza, 

encontram-se os anticorpos. Cada tipo de anticorpo é específico para um determinado 

antígeno, dessa forma as aplicações dos anticorpos são extensas, como em testes 

diagnóstico e tratamento de doenças e em pesquisas na área de biologia e biotecnologia 

(ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007). 

Devido à todas essas possibilidades de aplicação, em 2020, anticorpos 

monoclonais para uso clínico e diagnóstico possuíam um valor de mercado maior que 

106 bilhões de dólares de acordo com Businees Wire (2021). Projeções de mercado 

estimam que as vendas globais de anticorpos monoclonais aproxime de 179 bilhões de 

dólares até o final de 2025, explicado pela taxa de aprovação de pelo menos 4 novos 

produtos por ano desde 2014 (ECKER; JONES; LEVINE, 2014; Business Wire, 2021). 

Com o intuito de reduzir custos dos processos de recuperação e purificação, a 

aplicação de técnicas seletivas para a remoção de contaminantes e impurezas da solução 

contendo o anticorpo de interesse tem sido consideradas, sendo uma delas, a 

cromatografia de afinidade (THÖMMES; ETZEL, 2007). A cromatografia de afinidade 

é uma técnica que possibilita a obtenção de anticorpos com maior grau de pureza e com 

maior rendimento, quando comparada a técnicas que não envolvam afinidade (HUSE; 

BÖHME; SCHOLZ, 2002). 

A cromatografia de afinidade se baseia na interação seletiva entre um ligante 

imobilizado em uma matriz sólida e o produto de interesse (VIJAYALAKSHMI, 1989; 

ARORA; SAXENA; AYYAR, 2017). As interações entre o ligante e a molécula de 
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interesse podem ser de natureza biológica funcional (bioespecífica) ou de natureza 

estrutural (pseudobioespecífica) (ARORA; SAXENA; AYYAR, 2017). Os ligantes 

bioespecíficos geralmente são macromoléculas frágeis, de alto custo e difíceis de 

imobilizar em suportes sólidos, o que, muitas vezes, inviabiliza a utilização desses 

adsorventes em larga escala. Em contrapartida, ligantes pseudobioespecíficos, como os 

quelatos metálicos são de baixo custo e simples, entretanto, a especificidade e as 

interações entre o ligante e a molécula de interesse são mais fracas, propiciando menor 

seletividade ao processo (VIJAYALAKSHMI, 1989; TODOROVA-BALVAY et al., 

2004). 

Na técnica de cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados 

(IMAC), ligações de coordenação de natureza reversível são formadas entre o ligante 

pseudobioespecífico quelato metálico e a proteína-alvo, separando-a da mistura na qual 

ela se encontra, resultando na obtenção de proteínas purificadas com alto grau de pureza 

(PORATH, 1992; CHAGA, 2001). 

Em cromatografia de afinidade, membranas, partículas esféricas e monolitos 

podem ser empregados como fases estacionárias para a purificação de biomoléculas 

(BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009; ARORA; SAXENA; AYYAR, 2017). 

Especificamente sobre os monolitos, estudos mostram que essas estruturas são capazes 

de garantir transferência de massa por convecção, maior capacidade de adsorção e uma 

menor difusão nos poros, perda de carga e presença de caminhos preferenciais quando 

comparados às outras matrizes sólidas previamente citadas (ÇORMAN, 2018). 

Monolitos podem ser obtidos por diferentes técnicas a partir de materiais orgânicos ou 

inorgânicos. Dentre as técnicas utilizadas para obtenção de monolitos orgânicos, pode-

se citar a criogelificação. A literatura relata o emprego de criogéis monolíticos como 

fase estacionária em cromatografia de afinidade para a purificação de imunoglobulinas 

(BARROSO et al., 2013).  

Diferentes formulações de precursores de criogel podem ser empregadas para 

sintetizar criogéis. Criogéis provenientes de polímeros sintéticos vêm sendo produzidos 

para serem utilizados como fases estacionárias em cromatografia de afinidade para a 

purificação de proteínas, tais como os criogéis de poliacrilamida (PAAm) e hidroxietil 

metacrilato (HEMA) (LOZINSKY et al., 2003; BAKHSHPOUR et al., 2019). Por outro 

lado, criogéis produzidos por polímeros naturais, como os polissacarídeos, destacam-se 
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devido a questões relacionadas à sustentabilidade de processos químicos e 

biocompatibilidade. (BARROSO et al., 2013). 

No entanto, criogéis compostos de apenas polissacarídeos mostraram-se frágeis, 

sendo inadequados para uso como fase estacionária em cromatografia. Dessa forma, a 

combinação de polissacarídeos com polímeros sintéticos pode impactar positivamente 

certas características dos criogéis, como a sua resistência mecânica (JAIN et al., 2015). 

Criogéis monolíticos de poliacrilamida e quitosana foram sintetizados por 

Dragan et al. (2012) e Jain & Kumar (2009) para o uso em separação de corantes e em 

scaffolds 3D para o crescimento de células, respectivamente. Esses estudos relataram 

que o material obtido pela combinação desses compostos possui macroporos, é 

biocompatível e é mecanicamente mais resistente quando comparados a criogéis de 

apenas poliacrilamida ou apenas quitosana (JAIN; KUMAR, 2009).  

Tendo em vista essas considerações, o emprego da IMAC para a purificação de 

imunoglobulinas utilizando um criogel monolítico de poliacrilamida e quitosana pode 

possivelmente atender as demandas levantadas pela indústria em relação à necessidade 

de se desenvolver processos simples e de baixo custo para a purificação de anticorpos. 

 

1.1. OBJETIVO 

Esse trabalho teve como objetivo preparar e caracterizar um criogel monolítico 

de poliacrilamida (PAAm) e quitosana (CS) com o agente quelante ácido iminodiacético 

(IDA) imobilizado, visando a sua aplicação como fase estacionária na cromatografia de 

afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC) para a purificação de 

imunoglobulina G (hIgG) a partir do soro humano.  

 Para alcançar o objetivo deste trabalho, os objetivos específicos foram: estudar o 

efeito da concentração do monômero alil-glicidil-éter (AGE) e do agente de reticulação 

glutaraldeído (GA) nos aspectos físicos e visuais dos criogéis monolíticos de 

poliacrilamida e quitosana; avaliar diferentes sistemas tamponantes para a adsorção e 

purificação de hIgG; verificar a adsorção de hIgG e proteínas do soro humano em 

criogéis sintetizados com IDA livre e com quelatos IDA-Ni2+ e IDA-Cu2+; determinar 

parâmetros termodinâmicos e cinéticos de adsorção de hIgG no criogel. 
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1.2. ESTRATÉGIA DE TRABALHO 

O trabalho foi dividido nas seguintes etapas: 1) síntese  e determinação da 

melhor condição visual do criogéis; 2) caracterizações físicas e morfológicas dos 

criogéis preparados e selecionados na primeira etapa; 3) experimentos cromatográficos 

com IgG humana (hIgG) de alta pureza em diferentes condições tamponantes de 

adsorção e de eluição, e na presença ou não de íons Cu2+ ou Ni2+ imobilizados; 4) 

experimentos cromatográficos com soro humano em diferentes condições tamponantes 

para definição das melhores condições de separação da hIgG e 5) determinação de 

dados de adsorção em modo dinâmico para obtenção da curva de ruptura e dados 

cinéticos para obtenção do tempo de equilíbrio, seguido da determinação de dados de 

adsorção de hIgG no criogel no equilíbrio, para obtenção de isotermas e parâmetros 

importantes para ampliação de escala. 

 Na primeira etapa, a qual consistiu na síntese do criogel de poliacrilamida-

quitosana (PAAm-CS), foram preparados criogéis com concentrações de quitosana de 

0,5% m/v, baseando-se no método de síntese do criogel de poliacrilamida e alginato 

(MOURÃO et al., 2019; MARCUZ et al., 2021) e nos métodos de preparação de 

criogéis de poliacrilamida e quitosana de Jain & Kumar (2009) e Dragan et al. (2012). 

Nesta etapa, três soluções distintas de quitosana foram empregadas, sendo de quitosana 

≥75% desacetilada, quitosana de baixa massa molecular e quitosana de baixa massa 

molecular entre pH 5 e 6. Além disso, durante a síntese dos criogéis, agentes de 

reticulação e funcionalização, como o glutaraldeído (GA) e o alil-glicidil-éter (AGE), 

foram incluídos ou não, com o objetivo de produzir um monolito com cadeias 

interpenetrantes que fosse capaz de imobilizar o ligante de interesse sem necessidade de 

ativação da matriz após a síntese. No caso dos monolitos não funcionalizados durante a 

síntese, empregou-se a técnica de ativação com epicloridrina (ECH) proposta por Porath 

& Olin (1983). Em seguida, o agente quelante ácido iminodiacético (IDA) foi 

imobilizado covalentemente nos criogéis sintetizados com melhores aspectos de 

homogeneidade, espongidade, resistência à compressão manual e permeabilidade. O 

criogel resultante foi novamente caracterizado quanto aos seus aspectos físicos e 

visuais. 

 Na etapa seguinte, o criogel selecionado por possuir melhores características 

visuais após a síntese, foi caracterizado quanto à sua composição, morfologia, 
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porosidade, permeabilidade, capacidade de absorção de água, resistência mecânica e 

capacidade de quelatar íons metálicos. Ademais, o criogel selecionado, porém sem o 

IDA, foi utilizado como padrão (controle) para verificação dos efeitos causados pela 

imobilização do ligante na estrutura do criogel. O esquema das etapas 1 e 2 está 

representado pela Figura 1. 

 
Fonte: Autor (2021) 

 Na terceira etapa, foram realizados ensaios de quantificação de íons Cu2+ e Ni2+ 

quelatados pelo criogel e experimentos cromatográficos visando a adsorção de hIgG de 

alta pureza em várias condições tamponantes e na presença ou não de íons metálicos 

(Cu2+ e Ni2+) quelatados. Nesta etapa, sistemas tamponantes, valores de pH e condições 

de eluição foram variados. 

Determinação da 

melhor condição de 

síntese do criogel de 

PAAm-CS

Quitosana: CS derivada de camarão;

CS baixa massa molecular; CS baixa

massa molecular e valor de pH = 5 ~ 6

Criogel de 

apenas 

PAAm-CS

Criogel de PAAm-CS 

reticulado com GA 

(PAAm-CS-GA)

Criogel de PAAm-CS 

com AGE (PAAm-CS-

AGE)

Caracterizações

Mecânica

Elasticidade

Homogeneidade

ResistênciaFísica

Morfológica

MEV

Porosidade

Capacidade de 

Intumescimento

Permeabilidade

Seleção das melhores 

composições para o 

criogel

ETAPA 1

ETAPA 2

Criogel de PAAm-CS com AGE 

e GA (PAAm-CS-GA-AGE)

Ativação com 

epicloridrina 

(PAAm-CS-

ECH)

Figura 1 - Etapas 1 e 2: Síntese e caracterização dos criogéis monolíticos. 
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 Para a quarta etapa, baseando-se nos resultados da terceira etapa, foram 

realizados experimentos cromatográficos com soro humano diluído em diferentes 

soluções tamponantes e valores de pH, com o objetivo de verificar a seletividade do 

adsorvente para a hIgG. Análises qualitativas e quantitativas das frações 

cromatográficas de lavagem e eluição foram realizadas por eletroforese SDS-PAGE, e 

medida de proteína total (Bradford, 1976), respectivamente. O fator de purificação da 

condição mais promissora foi determinado por imunodifusão radial (RID). As etapas 3 e 

4 estão representadas na Figura 2.  

 
Fonte: Autor (2021) 

 

A quinta etapa consistiu na determinação da cinética de adsorção de hIgG para 

determinação do tempo de equilíbrio, seguido da construção de isotermas de adsorção 

Composições selecionadas

Ensaios cromatográficos 

preliminares com IgG humana 

de alta pureza

Imobilização do agente quelante 

IDA, produzindo os criogéis PAAm-

CS-AGE-IDA e PAAm-CS-GA-

AGE-IDA

Quantificação de íons metálicos Cu2+

e Ni2+ pelo criogel

Ensaios cromatográficos com 

soro humano

Análise Qualitativa:

Eletroforese SDS-PAGE

Análise Quantitativa:

Imunodifusão radial

ETAPA 3

ETAPA 4

Seleção das melhores 

condições de adsorção de 

hIgG

Variação do sistema tamponante, 

pH e condições de eluição

Seleção da melhor condição 

cromatográfica

Variação do sistema tamponante, 

pH e condições de eluição

Figura 2 - Etapas 3 e 4: Ensaios cromatográficos com IgG de alta pureza e soro 

humano. 
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de hIgG na melhor condição verificadas nas etapas 3 e 4, visando a obtenção de 

parâmetros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich. A capacidade dinâmica 

de adsorção de hIgG na fase estacionária foi determinada por meio da realização de 

curvas de ruptura (Figura 3). Os resultados obtidos foram analisados após cada etapa. 

 

Figura 3 - Etapa 5: Realização de experimentos para determinação da cinética de 

adsorção; obtenção de isotermas e curvas de ruptura 

 
Fonte: Autor (2021) 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Os tópicos abordados na revisão bibliográfica são relacionados aos anticorpos e 

imunoglobulina G, purificação de anticorpos, criogéis monolíticos, criogéis compostos 

pelos polímeros de interesse para este trabalho - poliacrilamida e quitosana -, 

cromatografia de afinidade, cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados 

(IMAC), englobando os íons metálicos, os agentes quelantes, os agentes de reticulação e 

os suportes sólidos aplicados neste trabalho. São também apresentadas noções de 

isotermas de adsorção, modelos cinéticos e curvas de ruptura. 

 

2.1. ANTICORPOS E IMUNOGLOBULINA G 

 Proteínas são macromoléculas constituídas de unidades monoméricas 

denominadas aminoácidos, os quais são ligados entre si por ligações peptídicas (BERG; 

TYMOCZKO; STRYER, 2002). Elas participam de uma ampla gama de processos 

fisiológicos complexos como na contração muscular, transporte de oxigênio e na função 

imunológica (NELSON; COX, 2000).  

 Especificamente sobre a função imunológica dos anticorpos, estes são 

glicoproteínas especializadas em detectar, reconhecer e se ligar a antígenos, fazendo 

parte da resposta imunológica da maioria dos organismos vertebrados (TURNER, 

1994). Estruturalmente, essas proteínas são encontradas em forma de “Y” e são 

compostas por quatro cadeias polipeptídicas, na maioria dos organismos, possuindo 

duas cadeias pesadas, de aproximadamente 50 kDa e duas cadeias leves, de 25 kDa, 

ligadas entre si por ligações dissulfeto (HEADS et al., 2012). A Figura 4 esquematiza 

uma molécula de imunoglobulina G (IgG). 
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Fonte: Adaptado de Murphy, Devine & O’Kennedy (2016) 

Cada cadeia pesada e leve possui domínios constantes e variáveis. As regiões 

constantes se ligam a componentes do sistema imunológico, proporcionando a 

fagocitose do antígeno, ao passo que as regiões variáveis são responsáveis por se ligar a 

antígenos específicos (BOWEN; CASADEVALL, 2017). 

O tipo de cadeia pesada define a classe e a subclasse das imunoglobulinas. As 

imunoglobulinas humanas podem ser divididas em cinco classes: IgG, IgM, IgA, IgD e 

IgE (BOOTH, 2007). Cada classe de imunoglobulina é diferenciada por micro-

heterogeneidades, as quais promovem variação de ponto isoelétrico e massa molecular 

das cadeias pesadas (HARRISON, 1992). Dentre as classes citadas, a IgG é o anticorpo 

que está presente em maior proporção (aproximadamente 75%) no plasma humano (LE 

et al., 2016). A classe das moléculas de IgG ainda pode ser subdividida em quatro 

subclasses (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4), as quais são diferenciadas pelas sequências de 

aminoácidos das cadeias pesadas, tamanho das regiões de dobradiça e padrões das 

ligações dissulfeto entre as cadeias (HEADS et al., 2012). 

Anticorpos possuem alta seletividade e especificidade, sendo capazes de 

reconhecer epítopos específicos na presença de diversos epítopos (ALVARENGA; 

MOURA; BILLIALD, 2017). Além disso, outras características, como a estabilidade e 

o grande tempo de meia-vida dos anticorpos, fomentaram seus usos como ferramentas 

nas áreas de pesquisa biotecnológica, farmacêutica e terapêutica (CONROY et al., 

2017). Assim, para a aplicação nas áreas citadas previamente, essas proteínas devem ser 

Cadeia leve

Ligações dissulfeto

Cadeia pesada

Região da dobradiça

Sítios de 

glicosilação

Figura 4 - Estrutura esquemática de uma imunoglobulina G. Abreviações: V: região 

variável; C: região constante; Ag: antígeno; Fab: fragmento de ligação com o antígeno; 

Fc: fragmento cristalizável; L: referente à cadeia leve; H: referente à cadeia pesada. 
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obtidas com alto grau de pureza e de modo eficiente, sendo necessário separar, por 

exemplo, moléculas de DNA, vírus, pirogênios e outras impurezas (BUCHACHER; 

CURLING, 2018). 

 O aumento na demanda por proteínas para usos na área médica, incluindo 

imunoglobulinas, tem influenciado o desenvolvimento de métodos de manufatura, 

isolamento e detecção de proteínas específicas a partir de misturas complexas 

(MEHTA; VEDANTHAM, 2017). Normalmente, a recuperação e purificação de um 

bioproduto envolve o enriquecimento inicial (remoção de água e alguns contaminantes), 

seguido de uma purificação intermediária e, finalmente, a purificação final. Em todas as 

etapas, pode-se aplicar tanto métodos não-cromatográficos, como a precipitação, 

centrifugação e filtração; quanto métodos cromatográficos, como as cromatografias de 

troca iônica, afinidade e outras (LOW; O’LEARY; PUJAR, 2007). 

 Concebido na década de 1940, o processo de Cohn, o qual envolve o 

fracionamento de plasma pela manipulação da concentração de etanol, pH e 

temperatura, foi um dos pontos iniciais para a purificação de imunoglobulinas (COHN 

et al., 1946). Desde o seu desenvolvimento, o método de Cohn passou por várias 

modificações para aumentar a pureza do produto e rendimento do processo de obtenção 

de imunoglobulinas, destacando os processos de Oncley (ONCLEY et al., 1949) e 

Kistler-Nitschmann (KISTLER; NITSCHMANN, 1962). Com o desenvolvimento de 

novas técnicas de purificação e recuperação de anticorpos, a empresa biofarmacêutica 

CSL Behring desenvolveu no ano 2000, um processo de purificação de imunoglobulinas 

utilizando apenas processos cromatográficos (BERTOLINI, 2016). 

 Métodos não-cromatográficos utilizados em purificação de proteínas ainda vêm 

sendo desenvolvidos como alternativa à métodos cromatográficos e suas limitações, 

principalmente para produtos que não requerem alta pureza (SHUKLA et al., 2007). 

Dentre as técnicas não-cromatográficas exploradas, tem-se a extração em duas fases 

aquosas, precipitação, filtração em membrana e outras (PRZYBYCIEN; PUJAR; 

STEELE, 2004). 

 Devido à necessidade de alta pureza para algumas proteínas, como os anticorpos 

de uso terapêutico, técnicas cromatográficas de alta resolução são requeridas. 

Atualmente, a cromatografia está dentre os métodos mais aplicados para a purificação 

de anticorpos. Técnicas cromatográficas são capazes de purificar proteínas por meio da 

exploração de diferentes propriedades, como massa molecular, carga, hidrofobicidade 
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ou especificidade para ligantes de afinidade (BERTOLINI, 2016). Além disso, estudos 

demonstram que métodos cromatográficos de diferentes naturezas, incluindo variações 

no tipo de leito empregado (fixo ou fluidizado) e nas características da fase estacionária 

(membranas, monolitos ou partículas esféricas), são capazes de propiciar purificações 

finais adequadas para a aplicação dos anticorpos (MEHTA; VEDANTHAM, 2017). 

 A cromatografia de afinidade é um dos tipos de cromatografia mais escolhidos 

para a purificação de anticorpos monoclonais (provenientes de um único clone) e, 

apesar da ampliação de seu uso por indústrias de biotecnologia, cromatografias baseadas 

em afinidade são de alto custo e possuem variadas limitações, como a baixa 

produtividade (THÖMMES; ETZEL, 2007). Dessa forma, o desenvolvimento de 

tecnologias, como novos materiais e métodos capazes de superar os entraves atuais da 

cromatografia de afinidade é de grande interesse para as indústrias de purificação e 

separação de imunoglobulinas e outras biomoléculas. 

 

2.2. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE E CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE 

POR ÍONS METÁLICOS IMOBILIZADOS 

A partir da década de 1980, a introdução de produtos de origem biológica para 

utilização farmacêutica foi acentuada (GUO et al., 2019). Apesar disso, devido à 

complexidade das misturas de origem biológica e, com poucas exceções, presentes em 

pequenas quantidades, é necessário realizar uma separação e purificação eficiente das 

moléculas-alvo para as suas aplicações (PERRET; BOSCHETTI, 2018).  

Assim, a cromatografia de afinidade é uma das alternativas mais eficientes 

empregadas para a purificação desses bioprodutos. Desde a década de 60, métodos de 

cromatografia de afinidade vêm sendo escolhidos para a purificação efetiva de 

anticorpos (ROQUE; LOWE; TAIPA, 2007). 

A cromatografia de afinidade é uma operação unitária de adsorção seletiva 

baseado em interações reversíveis entre a biomolécula-alvo presente na fase móvel e os 

ligantes, os quais geralmente são moléculas complementares, imobilizados 

covalentemente na matriz sólida (fase estacionária) (HAGE et al., 2017). Esta técnica 

propicia a obtenção de um produto com alto grau de pureza (ARRUA; IGARZABAL, 

2011). 
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O processo de cromatografia de afinidade pode ser subdividido em quatro 

etapas: a alimentação da amostra, a lavagem da coluna, a eluição da molécula de 

interesse e a regeneração da matriz (Figura 5). Para a realização da cromatografia, a 

coluna contendo a fase estacionária é alimentada com a mistura que contém a molécula 

de interesse solubilizada em uma solução tampão.  Essa solução deve possuir pH e força 

iônica que permitam que o ligante interaja seletivamente com a molécula-alvo, 

adsorvendo-a na superfície da matriz. Em seguida, ocorre a etapa de lavagem, 

normalmente com a mesma solução tampão utilizada previamente na etapa de adsorção 

para a remoção de substâncias fracamente adsorvidas. A etapa de eluição é realizada por 

meio da alteração das características do líquido que percola a fase estacionária, 

geralmente o pH e a força iônica, permitindo a dessorção da molécula-alvo adsorvida. 

Pode-se citar, também, o emprego de agentes competitivos nos tampões de eluição, 

esses compostos são capazes de competir pelo sítio de adsorção do composto adsorvido 

e o ligante. As moléculas dessorvidas são coletadas em um alto grau de pureza. 

Finalmente, a coluna deve passar por um processo de regeneração, propiciando que a 

matriz retorne à sua condição original e, com isso, é possível realizar mais ciclos de 

purificação (PFAUNMILLER et al., 2012).  

Fonte: Adaptado de Hage et al. (2017) 

 

* * *

* * *

*
*

*

* * *

Injeção da amostra

Lavagem

Eluição

Regeneração da 

matriz

Moléculas-alvo

Figura 5 - Ilustração das etapas da cromatografia de afinidade 
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Para a purificação de anticorpos, as proteínas A, G e L são os ligantes mais 

empregados para a realização da cromatografia de afinidade e, devido à natureza 

biológica funcional da interação entre essas proteínas e os anticorpos, elas são 

classificadas como ligantes bioespecíficos (CHEN; WENG, 1991). Os ligantes 

bioespecíficos são moléculas com estrutura tridimensional que normalmente possuem 

alta afinidade de ligação com as imunoglobulinas, incluindo proteínas derivadas de 

bactérias, antígenos, lectinas e anti-anticorpos (ÇORMAN et al., 2017), provendo alta 

seletividade ao processo de purificação. 

Entretanto, o uso de ligantes bioespecíficos está associado a certas desvantagens, 

abrindo espaço para o desenvolvimento de ligantes que contornem essas limitações de 

modo a diminuir os custos e a complexidade desses materiais. Dentre as limitações do 

uso de ligantes bioespecíficos pode-se citar a baixa estabilidade nas condições 

cromatográficas, alta variabilidade entre lotes, alto risco de contaminação e toxicidade, 

ciclos de uso limitados, baixo potencial de escalonamento e outros 

(VIJAYALAKSHMI, 1989; KRULJEC, BRATKOVIC, 2017). 

Dessa forma, ligantes menores, robustos, de baixo custo e de baixa toxicidade e 

de estrutura simples vêm sendo desenvolvidos para contornar as limitações vinculadas 

ao uso de ligantes bioespecíficos; sendo esses ligantes chamados de 

pseudobioespecíficos (VIJAYALAKSHMI, 1989; ROQUE, SILVA, TAIPA, 2007). 

Por meio de interações de natureza estrutural, os ligantes pseudoespecíficos são 

capazes de interagir com anticorpos, separando-os e purificando-os seletivamente de 

misturas biológicas complexas. Diferentes tipos de ligantes pseudobioespecíficos já são 

conhecidos e estudados para a aplicação em técnicas de purificação de imunoglobulinas, 

como os quelatos metálicos, ligantes hidrofóbicos, aminoácidos, peptídeos e ligantes 

tiofílicos (PRASANNA, VIJAYALAKSHMI, 2010; HUSE, BÖHME, SCHOLZ, 2002). 

Dentre os ligantes pseudobioespecíficos citados anteriormente, destacam-se os 

quelatos metálicos para a purificação de anticorpos por cromatografia de afinidade, 

sendo o processo que os utiliza denominado de cromatografia de afinidade por íons 

metálicos imobilizados ou IMAC (Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography). 

 O termo cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados foi 

introduzido por Porath et al. em 1975, em experimentos de separação de 

metaloproteínas por quelatos imobilizados (PORATH et al., 1975). Desde então, 
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técnicas de IMAC vêm sendo aplicadas para a separação e purificação de células, de 

DNA e ácidos nucleicos, aminoácidos, peptídeos e proteínas, incluindo 

imunoglobulinas (CHAGA, 2001). 

 Comparada a outros tipos de cromatografia de afinidade, a IMAC possui 

recuperação, seletividade e capacidade de processamento relativamente altas, além de 

baixos custos e a injeção da amostra e a eluição da molécula-alvo podem ser realizadas 

em condições brandas (CHAGA, 2001, UEDA, GOUT & MORGANTI, 2003). 

Como é descrito por Hage et al. (2017), a fase estacionária é constituída de uma 

matriz com um agente quelante imobilizado covalentemente e quelatado ao íon 

metálico, enquanto a fase móvel é composta pelo líquido que percola a fase 

estacionária. Sendo uma técnica versátil, a IMAC pode ser aplicada em diversas áreas e 

em condições variadas. 

 

2.2.1. Fundamentos de IMAC 

A técnica de IMAC é baseada na afinidade existente entre íons metálicos 

imobilizados na superfície da matriz sólida da fase estacionária e determinados 

grupamentos expostos na superfície de moléculas presentes na fase móvel da 

cromatografia, como os resíduos de aminoácidos das proteínas (ARNOLD, 1991). Essa 

interação origina ligações de coordenação de natureza reversível, esse princípio 

favorece a utilização de técnicas de adsorção e dessorção para a separação de moléculas 

em misturas complexas (GAGNON, 2012). 

Os resíduos de aminoácidos que normalmente têm afinidade pelos íons 

metálicos imobilizados são bases de Lewis. Pode-se citar o anel imidazol da histidina, o 

tiol da cisteína, o indol do triptofano e os resíduos da serina, ácido glutâmico e ácido 

aspártico (WONG et al., 1991). A afinidade entre os íons metálicos imobilizados e os 

resíduos de aminoácidos expostos na superfície das proteínas segue a classificação de 

Lewis para ácidos e bases. Assim, os íons metálicos têm caráter ácido e tendem receber 

elétrons, ao passo que átomos, como nitrogênio, oxigênio e enxofre presentes nos 

resíduos dos aminoácidos têm a tendência a doar elétrons, ou seja, possuem caráter 

básico. 
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Concomitantemente, a interação dos íons metálicos, tanto com os agentes 

quelantes quanto com os resíduos de aminoácidos expostos na superfície da proteína, 

seguem a teoria de Pearson para ácidos e bases moles e duros (PEARSON, 1963). Isso é 

evidenciado pelo fato de que íons de metais classificados como duros (K+, Mg2+, Ca2+ e 

Fe3+) interagem de forma estável com bases duras, como o fósforo, nitrogênio alifático e 

o oxigênio. Os íons de metais moles (Ag+ e Cu+) tem maior afinidade por átomos de 

enxofre. Finalmente, íons metálicos classificados como intermediários ou de transição 

(Cu2+, Ni2+, Co2+ e Zn2+) ligam-se preferencialmente com grupos aromáticos que 

contém nitrogênio, oxigênio e enxofre (UEDA; GOUT; MORGANTI, 2003). 

Para a estruturação do complexo composto pelo íon metálico e pelo agente 

quelante, uma solução do íon metálico é injetada à coluna cromatográfica e os íons 

metálicos se ligam ao agente quelante devido à sua maior afinidade pelos sítios de 

coordenação disponíveis que as moléculas de água e de tampão (BRESOLIN; 

MIRANDA; BUENO, 2009). A Figura 6 apresenta a estrutura proposta de um suporte 

para IMAC que contém ácido nitrilotriacético (NTA) como agente quelante para os íons 

metálicos. 

Fonte: Adaptado de Hage et al. (2017) 

 

As etapas cromatográficas de alimentação, lavagem e eluição são semelhantes 

àquelas empregadas nas cromatografias de afinidade, sendo que a etapa de regeneração 

da coluna cromatográfica normalmente é executada alimentando-se a coluna com 

soluções de agentes quelantes sextadentados, como o ácido etilenodiamino tetra-acético 

(EDTA), removendo o íon metálico imobilizado na fase estacionária (UEDA; GOUT; 

MORGANTI, 2003). 

Figura 6 – Estrutura proposta do ácido nitrilotriacético (NTA) como agente quelante de 

íons metálicos imobilizados. 

Matriz sólidaMatriz sólida
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De acordo com Chaga (2001), diferentes agentes quelantes podem ser utilizados 

em IMAC, como: tridentados (ex. ácido iminodiacético, IDA), tetradentados (ex. tris(2-

aminoetil)amina, TREN) e pentadentados (ex. tris(carboximetil)etilenodiamina, TED), 

além de variados íons metálicos, como o Cu2+, Ni2+, Fe3+, Co2+, Al3+, Ca2+ e Zn2+. A 

escolha dos agentes quelantes e dos íons metálicos é de alta importância para a que a 

IMAC seja eficiente (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). Simultaneamente, 

espera-se que a matriz não participe de adsorções não específicas (GUO et al., 2019) e 

que seja facilmente ativável para a imobilização do agente quelante (ARORA; 

SAXENA; AYYAR, 2017). Dessa forma, nos tópicos seguintes os componentes da fase 

estacionária serão analisados. 

 

2.2.2. Íons metálicos empregados em IMAC 

 A escolha dos íons metálicos para a realização da IMAC é de fundamental 

importância para a eficiência do processo, visto que os íons metálicos quelatados 

apresentam afinidade e seletividade diferencial quanto aos resíduos de aminoácidos 

expostos na superfície das proteínas (GUTIÉRREZ; MARTÍN DEL VALLE; GALÁN, 

2007). 

Os íons de metais de transição usualmente são classificados como ácidos 

intermediários de acordo com a teoria de Pearson (PEARSON, 1963), sendo Cu2+, Ni2+, 

Fe3+, Co2+, Al3+, Ca2+ e Zn2+, os principais íons metálicos utilizados em IMAC 

(BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). Dentre os íons metálicos apresentados, os 

íons Cu2+, Ni2+, Co2+ e Zn2+ são capazes de interagir com proteínas que possuem 

resíduos de histidina, cisteína e triptofano, pelos grupos imidazol, tiol e indol presentes 

nesses aminoácidos, respectivamente (SULKOWSKI, 1989). 

Além disso, para o entendimento e visualização dos complexos formados, segue-

se a teoria do orbital molecular e a teoria do campo cristalino; supõe-se, também, que 

cada átomo de ligante contribui com um par de elétrons livres, formando ligações 

apenas do tipo σ (HOUSE, 2020). Em geral, os íons metálicos aplicados em IMAC para 

a purificação de anticorpos são estabilizados com seis ligantes, como o Cu2+ e o Ni2+, 

originando um complexo octaédrico (SULKOWSKI, 1985), entretanto, variações nas 

condições tamponantes e características específicas da interação entre o metal e o agente 

quelante podem originar complexos estabilizados com um número de ligantes diferente 
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de seis, como ocorre em complexos quadrado planares e tetraédricos. A Figura 7 mostra 

um esquema de complexo octaédrico em um sistema de coordenadas. 

 

Fonte: House (2020) 

 

Especificamente sobre anticorpos, essas glicoproteínas possuem resíduos de 

histidinas em sua estrutura primária e em sua superfície (WOOF, 2009). Dessa forma, 

conhecendo diferenças de afinidade entre quelatos metálicos e resíduos de aminoácidos 

acessíveis na superfície da proteína, pode-se separar seletivamente as biomoléculas-alvo 

das misturas complexas que elas se encontram. 

No caso da histidina, tem-se na Tabela 1 uma predição de afinidade quando o 

quelato é o IDA-Me2+ em relação à presença de resíduos histidinas e triptofanos 

acessíveis (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). De acordo com a Tabela 1, 

proteínas que não possuem resíduos de histidina acessíveis nas condições apresentadas, 

não serão retidas devido à afinidade diferenciada existente, consequentemente, um 

processo de separação ocorrerá. 

 

Tabela 1 - Afinidade do complexo proteína-IDA-Me2+ em função dos resíduos de 

Histidina (His) ou Triptofano (Trp) existentes na superfície das proteínas. 

Ocorrência de resíduos His ou 

Trp na superfície de proteínas 

Retenção de proteínas nos 

quelatos IDA-Me2+ 

Ausência de His ou Trp não há 

1 His Cu2+ 

> 1 His Cu2+, Ni2+ 

Cluster de His Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co2+ 

Vários Trp, ausência de His Cu2+ 

Fonte: Adaptado de Bresolin, Miranda e Bueno (2009)  

Figura 7 - Representação esquemática de um complexo octaédrico onde o íon metálico 

de transição é o átomo central e seis ligantes que os cercam. 
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Vijayalakshmi (1989) sugere que os mecanismos de interação entre os quelatos 

metálicos imobilizados e as proteínas ocorrem de três modos principais, explicitados 

nas Figura 8a, 8b e 8c. A primeira delas é de natureza eletrostática, na qual cargas 

opostas entre o complexo formado pelo íon metálico e o agente quelante e os resíduos 

de aminoácidos interagem, causando a adsorção da proteína (Fig. 8a). Outro mecanismo 

de interação é do tipo de coordenação, onde ocorre doação e recebimento de elétrons, 

que geralmente é dependente do tipo de íon metálico e do resíduo de aminoácido 

envolvido (Fig. 8b). Finalmente, ligações covalentes podem ser formadas entre os 

quelatos metálicos e resíduos de aminoácidos, especificamente, esse efeito é observado 

para proteínas que possuem grupos sulfidrila em sua estrutura. Essa variação depende 

tanto do íon metálico quanto do agente quelante utilizado (Fig. 8c). 

 

  
Fonte: Adaptado de Vijayalakshmi (1989) 

 

Na interação do quelato metálico IDA-Me2+ com proteínas que contém resíduos 

de histidina, propôs-se que o par de elétrons livres do nitrogênio do anel imidazol da 

histidina é o que contribui de forma mais significativa para a formação do complexo 

proteína-quelato metálico quando o agente quelante empregado é o IDA (PORATH, 

1988). Entretanto, outros agentes quelantes podem proporcionar resultados diferentes 

aos dos obtidos por Porath. Dessa forma, assim como o íon metálico, o agente quelante 

é capaz de interferir no modo de adsorção das proteínas e nas propriedades do 

b)

a)

c)

+

Figura 8 - Mecanismos de interação entre um íon metálico imobilizado e uma 

proteína. a) Interação eletrostática e de carga induzida; b) Coordenação ou interação 

entre doador e receptor de elétrons; c) Ligação covalente. S: suporte; Me: íon metálico; 

Pr: proteína. 
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complexo, sendo o estudo deste importante para o desenvolvimento de processos de 

IMAC eficientes. 

 

2.2.3. Agentes quelantes empregados em IMAC 

 Assim como foi explicitado anteriormente, o centro de adsorção e suas 

propriedades são afetados pelo agente quelante escolhido para formar o complexo íon 

metálico-agente quelante. Geralmente, os agentes quelantes utilizados em IMAC são 

moléculas pequenas que possuem átomos doadores de elétrons, como o nitrogênio, 

oxigênio e enxofre (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). 

 A classificação dos agentes quelantes é definida de acordo com o número de 

sítios de ligação do átomo central (íon metálico) que eles ocupam. Os agentes quelantes 

mais utilizados em IMAC podem ocupar dois, três, quatro ou cinco sítios de ligação, 

sendo chamados de bidentados, tridentados, tetradentados e pentadentados, 

respectivamente (CHAGA, 2001; MOONEY et al., 2015). 

O IDA é um agente quelante tridentado e um dos mais utilizados na IMAC. De 

acordo com as constantes de dissociação dos grupos carboxila existentes na estrutura da 

molécula de IDA, infere-se que a valores de pH baixos (abaixo do pKa dos grupos 

carboxílicos), algumas moléculas de IDA têm seus grupos protonados, o que pode afetar 

o número de sítios de ligação que essa molécula ocupa (PORATH; OLIN, 1983), 

exemplificando a importância das condições do meio para a IMAC. Agentes tridentados 

macrocíclicos foram propostos nas últimas décadas para purificação de proteínas 

recombinantes com cauda de histidina, tal como o 1,4,7-triazaciclononano (TACN) 

(MOONEY; FREDERICKS; HEARN, 2011; MOONEY et al., 2015). 

 Agentes quelantes bidentados e tetradentados também têm sido empregados para 

o fracionamento de proteínas. O bidentado 8-hidroxiquinolina e os tetradentados ácido 

aspártico carboximetilado (CM-Asp), TREN e NTA foram estudados e analisados para 

aplicações em cromatografia de afinidade (GABERC-POREKAR; MENART, 2001; 

ZACHARIOU; HEARN, 2000). A estrutura putativa do quelato metálico que contém o 

TREN como agente quelante é representado pela Figura 9. A molécula de TREN 

contém quatro nitrogênios disponíveis para interagir com os sítios de ligação do átomo 

central, diferentemente dos agentes quelantes comumente empregados em IMAC, os 
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quais geralmente possuem pelo menos um átomo de oxigênio disponível para a 

quelação (BODEN et al., 1995, SHARMA; AGARWAL, 2002, RIBEIRO et al., 2008). 

Fonte: Autor (2021) 

 

Finalmente, o TED é um exemplo de agente quelante pentadentado. A estrutura 

proposta do complexo formado com íons metálicos é mostrada pela Figura 10 

(PORATH; OLIN, 1983; BLOCK et al., 2009). 

Fonte: Adaptado de Porath & Olin (1983) 

 

 O número de sítios de ligação do íon metálico ocupado pelo agente quelante 

influencia a IMAC de dois modos distintos. Com o aumento do número de sítios de 

ligação do íon metálico ocupados pelo agente quelante, a estabilidade do complexo 

aumenta, diminuindo a probabilidade de desprendimento de íons metálicos para a fase 

móvel da cromatografia. Simultaneamente, menos sítios de ligação com a biomolécula-

alvo estarão disponíveis, diminuindo a intensidade da adsorção da molécula de interesse 

à fase estacionária (PORATH, 1988; BLOCK et al., 2009). 

 Para a aplicação da IMAC, o agente quelante deve estar ligado covalentemente à 

matriz sólida e o íon metálico deve estar quelatado ao agente quelante. Chaga (2001) 

Figura 9 – Estrutura proposta do suporte de IMAC com o TREN como agente quelante 

de íons metálicos. 

 

Figura 10 – Estrutura proposta do suporte de IMAC com o TED como agente quelante 

de íons metálicos. 

Matriz sólidaMatriz sólida

Matriz sólidaMatriz sólida
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relata que as constantes de formação de quelatos metálicos imobilizados e em solução 

mantém a sua ordem de grandeza, não afetando o processo de quelação. 

 

2.2.4. Suportes sólidos empregados em IMAC 

 Tanto na IMAC quanto na cromatografia de afinidade bioespecífica, a matriz 

sólida deve possuir características que permitam a adsorção seletiva da biomolécula-

alvo. 

 Para cromatografias líquidas de baixa e média pressão, geralmente como é o 

caso da IMAC, as matrizes tradicionalmente utilizadas são géis de agarose, celulose ou 

dextrana (ERNST-CABRERA; WILCHEK, 1988). A importância desses materiais está 

relacionada à sua hidrofilicidade, a qual desfavorece adsorções não específicas de 

proteínas diferentes da proteína-alvo à matriz sólida. Ademais, a estrutura desses 

carboidratos é composta de grupamentos que são facilmente modificáveis 

quimicamente, ou ativados, permitindo a imobilização de ligantes por meio de técnicas 

simples (ARRUA; IGARZABAL, 2011). 

 As matrizes sólidas usualmente devem apresentar alta resistência mecânica, alta 

porosidade, grande área superficial e estabilidade nas condições cromatográficas 

(PORATH; OLIN, 1983; UEDA; GOUT; MORGANTI, 2003). 

 Historicamente, leitos empacotados com partículas porosas eram usados 

preferencialmente nas técnicas de cromatografia de afinidade (GAGNON, 2012). Para a 

IMAC, géis de agarose ativados com oxiranos para a imobilização do IDA como ligante 

foram as primeiras matrizes sólidas empregadas para a técnica (PORATH, 1975). Em 

seguida, géis de alta performance formados por polímeros orgânicos sintéticos foram 

desenvolvidos, apresentando vantagens, como maior estabilidade mecânica, estrutura 

mais rígida e menor variação de volume durante o uso, quando comparados aos géis de 

agarose (WONG et al., 1991). 

 Ambos os materiais citados anteriormente possuem a limitação de não 

suportarem vazões elevadas e, devido ao filme formado ao redor das partículas, a 

transferência de massa ocorre de modo difusivo (GAGNON, 2012). Para contornar essa 

desvantagem, a síntese de membranas e monolitos foi proposta para a aplicação como 

matrizes sólidas em IMAC, pois suportam vazões elevadas, menos caminhos 
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preferenciais são formados e permitem que a transferência de massa ocorra 

majoritariamente de modo convectivo (BRANDT et al., 1988; BRESOLIN; 

MIRANDA; BUENO, 2009; BAKHSHPOUR et al., 2019). 

 Para a cromatografia de adsorção, é observado que os monolitos possuem 

vantagens em relação às membranas devido à maior capacidade de adsorção 

volumétrica e versatilidade estrutural e composicional (PRASANNA; 

VIJAYALAKSHMI, 2010). Monolitos podem ser sintetizados por diferentes técnicas a 

partir de polímeros orgânicos sintéticos (ARRUA et al., 2012), materiais inorgânicos 

(CALLERI et al., 2012) e polissacarídeos (BAKHSHPOUR et al., 2019). As principais 

rotas sintéticas empregadas para a preparação de monolitos inorgânicos são o processo 

de sol-gel. Para a síntese de monolitos orgânicos, aplicam-se principalmente técnicas de 

polimerização por radical livre. Finalmente, monolitos híbridos podem ser sintetizados 

por química de click, polimerização por abertura de anel e processo de sol-gel (GAMA; 

ROCHA; BOTTOLI, 2019). Esses três tipos de monolitos podem ser utilizados como 

matrizes sólidas na cromatografia líquida para a purificação de proteínas (LYNCH et 

al., 2019). 

Especificamente sobre os monolitos sintetizados por polimerização em solução, 

técnicas de criogelificação podem ser aplicadas para a síntese de criogéis monolíticos. 

Os criogéis são materiais reportados primeiramente na década de 1960, produzidos pelo 

tratamento criogênico de sistemas capazes de formarem gel, como uma mistura de 

monômeros ou polímeros (BAKHSHPOUR, 2019). 

  Além de monolitos, os criogéis podem ser sintetizados como esferas e 

membranas (Figura 11), diferenciando-se de géis tradicionais devido à sua alta 

elasticidade e estrutura esponjosa (BAKHSHPOUR, 2019). 

  

Fonte: a) Adaptado de Makkliang et al. (2017); b) Adaptado de Erol et al. (2019); e 

c) Autor (2020) 

a                                b                c

Figura 11 - Criogéis sintetizados como esferas(a), membranas (b) e monolitos (c). 
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Geralmente, os poros nos criogéis variam de 10 a 200 μm e a utilização de 

compósitos pode ser capaz de permitir a síntese de materiais com paredes poliméricas 

finas e, consequentemente, gerar criogéis com áreas superficiais grandes, aumentando a 

capacidade de adsorção da biomolécula-alvo (HENDERSON et al., 2013). Para a 

IMAC, o uso de criogéis monolíticos é de elevado interesse devido às vantagens que 

esse material possui em relação às membranas e partículas. 

 

2.3. CRIOGÉIS MONOLÍTICOS 

 Os criogéis monolíticos possuem estrutura de um único bloco, diferindo de 

colunas de leito particulado. Os macroporos presentes na estrutura são interconectados, 

formando canais, os quais permitem que a adsorção na cromatografia líquida aconteça 

rapidamente, até mesmo para biomoléculas presentes em fluidos viscosos, como sangue 

e plasma. Além disso, esses monolitos proporcionam que o processo cromatográfico 

ocorra em baixas pressões, prevenindo ou reduzindo os efeitos de contrapressão e 

entupimento da coluna (BAKHSHPOUR et al., 2019). 

Para a síntese de criogéis monolíticos, a mistura de precursores é resfriada a 

temperaturas de -5 a -20 °C, nas quais o solvente é moderadamente cristalizado, ocorre 

a concentração dos precursores em regiões ao redor dos cristais do solvente, 

denominadas de microfases líquidas (LOZINSKY et al., 2002). A reação de 

polimerização ocorre na fase não congelada da mistura, assim, os cristais do solvente se 

comportam como formadores de poros (HIXON; LU; SELL, 2017). Após um tempo 

apropriado de congelamento, o bloco sólido da reação é descongelado e, com o 

descongelamento dos cristais do solvente, macroporos interconectados são formados 

(HENDERSON et al., 2013; ZHANG et al., 2019). A Figura 12 esquematiza o processo 

de formação do criogel monolítico. Diferentes polímeros e combinação de polímeros 

podem ser empregadas para a síntese de criogéis monolíticos, podendo-se citar criogéis 

de 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) (ÇORMAN et al., 2017) e poliacrilamida (PAAm) 

(JAIN; KUMAR, 2009). 
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Fonte: Autor (2021)  

 

Polímeros naturais também podem ser utilizados devido a características como 

hidrofilicidade e facilidade de ativação de suas estruturas para a imobilização de 

ligantes. Trabalhos que utilizam alginato (MOURÃO et al., 2019; MARCUZ et al., 

2021), gelatina (ODABAS et al., 2013; INCI et al., 2012), quitosana (JAIN; KUMAR, 

2009),  fibroína de seda (HINOJOSA, 2012) e alginato e fibroína de seda de aranha 

(SHARMA et al., 2020) para a síntese de criogéis mostraram resultados satisfatórios 

para a aplicação em cromatografia de afinidade ou em engenharia de tecidos, sendo de 

grande interesse para a produção de scaffolds 3D para o cultivo de células animais 

(HIXON; LU; SELL, 2017). 

Dentre os polímeros citados anteriormente, neste trabalho espera-se que um 

criogel composto de poliacrilamida e quitosana possua características que o torne 

adequado para sua utilização como fase estacionária em IMAC. 

 

2.4. POLIACRILAMIDA 

A poliacrilamida (PAAm) é um material já extensamente estudado, 

caracterizado e usado para a síntese de criogéis (KUMAR et al., 2010), podendo ser 

utilizado em várias aplicações biológicas devido à sua hidrofilicidade e natureza 

bioinerte (DARNELL et al., 2013). 

Para a produção de criogéis monolíticos de PAAm, a reação de polimerização 

que ocorre para a formação da poliacrilamida é a copolimerização por radical livre, 

utilizando os monômeros acrilamida e, por exemplo, o agente reticulante N,N’-

metileno-bis-acrilamida (MBAm) (PLIEVA et al., 2004). 

Figura 12 - Diagrama simplificado da formação de um criogel monolítico macroporoso 

T↓ T↑

Solução de 

precursores

Cristalização 

do solvente
Polimerização Criogel
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A Figura 13 mostra a estrutura da poliacrilamida reticulada com MBAm, 

evidenciando que cada MBAm é capaz de formar ligações cruzadas com quatro cadeias 

de poliacrilamida. 

 

  

Fonte: Adaptado de Sun et al. (2012) 

 

Reações por radical livre começam por meio do uso de iniciadores, os quais são 

compostos capazes de fornecer radicais livres à reação, como o persulfato de amônio 

(APS). Os radicais livres formados pelo APS atacam a dupla ligação existente entre os 

carbonos nos monômeros presentes na mistura, gerando um novo radical e rompendo a 

ligação π do monômero atacado. O novo radical formado é capaz de atacar outra 

molécula de monômero, dando origem à etapa de propagação da cadeia. A etapa de 

propagação continua até que todos os monômeros sejam consumidos ou que a reação de 

terminação aconteça. A etapa de terminação pode ocorrer por diversos mecanismos, 

como a combinação de duas cadeias ativas, a combinação de uma cadeia ativa e um 

radical de iniciador e outras (BIERMANN, 1996). 

Plieva et al. (2005) descrevem que a estrutura dos criogéis – tamanho dos poros 

e espessura da parede dos poros - de poliacrilamida é controlada pela temperatura de 

congelamento, concentração de monômeros e pela presença de agentes de reticulação. O 

trabalho mostra resultados que relacionam o aumento da concentração inicial de 

monômeros com o aumento da resistência ao fluxo. 

Entretanto, Barroso et al. (2013) relatam que, quando comparados a outros 

materiais utilizados na síntese de monolitos, como sílica e metacrilato, criogéis e 

Figura 13 – Estrutura química da poliacrilamida (PAAm, em preto) reticulada com o 

N,N'-metileno-bis-acrilamida (MBAm, em vermelho) 
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hidrogéis de poliacrilamida, por exemplo, possuem comportamento mecânico 

inadequado para a aplicação em cromatografia. 

Assim, com o objetivo de melhorar as características mecânicas do criogel de 

poliacrilamida, o uso de polissacarídeos, como a quitosana ou alginato pode 

proporcionar um material com características mais adequadas para cromatografia que as 

do criogel composto com apenas poliacrilamida (DRAGAN; PERJU; DINU, 2012) ou 

apenas quitosana (JAIN; KUMAR, 2009), como maior elasticidade, resistência 

mecânica e estabilidade química. 

 

2.5. QUITOSANA 

 A quitosana (CS) é um aminopolissacarídeo natural derivado da desacetilação da 

quitina, a qual pode ser obtida por meio da parede celular de fungos e do exoesqueleto 

de crustáceos e insetos, sendo responsável por sua firmeza e resistência 

(MERZENDORFER, 2011). A estrutura da quitosana é constituída de monômeros de 

D-glucosamina e N-acetil-D-glicosamina (quando a quitina é parcialmente 

desacetilada), podendo ser considerada um heteropolímero (Figura 14). 

 

  
Fonte: Adaptado de Nilsen-Nygaard et al. (2015) 

 

Ademais, é um polissacarídeo já consolidado na área biomédica, com diversas 

aplicações em tratamento de feridas, engenharia de tecidos e entrega controlada de 

fármacos, além de possuir atividade imunológica conhecida, sendo um biopolímero 

não-tóxico e com estrutura próxima a de diversos glicosaminoglicanos presentes na 

matriz extracelular (KHÖR; LIM, 2003; ONO et al., 2000; KAR; KAUR; 

THIRUGNANAM, 2016). 

 Em determinados valores de pH, a estrutura da quitosana se mantém 

positivamente carregada devido à protonação dos grupos amino. Com isso, a quitosana 

Figura 14 - Estrutura da quitosana parcialmente desacetilada. 
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é solúvel em soluções ácidas e insolúvel em soluções básicas (FREITAS, 2001). A 

protonação de grupos amino na quitosana proporciona a existência de interações 

eletrostáticas atrativas com grupos negativamente carregados (GUIBAL; VINCENT; 

NAVARRO, 2014). 

De acordo com a estrutura desse polissacarídeo, é possível observar a presença 

dos grupos funcionais amino e hidroxila (ZENG; RUCKENSTEIN, 1999), os quais 

permitem a ativação e imobilização de ligantes à estrutura do gel de quitosana, tais 

como agentes quelantes para a aplicação em IMAC para purificação de biomoléculas. 

Além disso, pares de elétrons livres do nitrogênio do grupo amino da quitosana são 

capazes de quelatar íons metálicos de metais de transição em pH próximo de neutro 

(VARMA; DESHPANDE; KENNEDY, 2004).  

Hidrogéis de quitosana podem ser produzidos por técnicas que envolvem 

congelamento (DRAGAN; HUMELNICU; DINU, 2019), agentes formadores de poros 

(porogens) (WANG et al., 2017) e espuma com gases (KAR; KAUR; 

THIRUGNANAM, 2016). Devido à cadeia linear desse polímero, técnicas de 

polimerização de quitosana geralmente envolvem o uso de agentes de reticulação, como 

o glutaraldeído (GA), a epicloridrina (ECH) e outros. O grau da reticulação e os grupos 

envolvidos afetam fortemente as características do material obtido, pois afeta o número 

de grupos funcionais disponíveis na estrutura do composto, além das características 

mecânicas do produto sintetizado (GUIBAL; VINCENT; NAVARRO, 2014). Por 

exemplo, o GA reage com os grupos amino das cadeias poliméricas de quitosana, 

conectando-as (Figura 15) (DRAGAN; DINU, 2020), o mesmo ocorre durante a 

reticulação de quitosana com ECH (Figura 16) (DRAGAN et al., 2012). 
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Fonte: Adaptado de Dragan & Dinu (2020) 

 

  
Fonte: Adaptado de Dragan et al. (2012) 

 

Por essas qualidades, membranas (ZENG; RUCKENSTEIN, 1999) e criogéis 

monolíticos (JAIN; KUMAR, 2009) que contém quitosana já são empregados em 

processos de purificação de proteínas e como fases estacionárias em cromatografia de 

afinidade. Levando em consideração os dois polímeros discutidos nos tópicos 2.4 e 2.5, 

considera-se relevante o desenvolvimento de um material composto de poliacrilamida e 

quitosana para a aplicação como fase estacionária em IMAC.   

 

CS GA

Figura 16 - Reticulação de quitosana (CS, em preto) com epicloridrina (ECH, em 

verde) em meio básico e aquecimento 

Figura 15 - Representação esquemática da reticulação de cadeias de quitosana (CS, em 

preto) com glutaraldeído (GA, em vermelho). 
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2.6. CRIOGÉIS MONOLÍTICOS DE POLIACRILAMIDA-QUITOSANA 

A síntese de criogéis de quitosana começou a ser estudada para a produção de 

scaffolds de tecidos hepáticos, entretanto, matrizes sólidas compostas de apenas 

quitosana se mostraram frágeis, inviabilizando seu uso para essas aplicações (JAIN; 

KUMAR, 2009). Como forma de contornar essa limitação, compósitos de quitosana e 

outros polímeros, como a poliacrilamida (JAIN; KARANDE; KUMAR, 2011; PLIEVA 

et al., 2004), poli(N-isopropilacrilamida) (JAIN et al., 2015; YANG et al., 2020), 

polipirrol (MAKKLIANG et al., 2017) e ácido hialurônico (KUTLUSOY et al., 2017) 

tornaram-se prevalentes. Assim, os materiais desenvolvidos possuem as características 

desejadas para os seus usos específicos, que vão além da engenharia de tecidos. 

De acordo com o estudo realizado por Dragan et al. (2012), criogéis monolíticos 

e macroporosos de composição 5% m/v de poliacrilamida e 1% m/v quitosana 

mostraram boas características para a adsorção seletiva de corantes catiônicos. Os 

monolitos produzidos têm a característica de possuir uma estrutura semi-interpenetrante, 

na qual a cadeia de quitosana se mantém presa à estrutura de poliacrilamida por 

interações de natureza eletrostática. Além disso, estruturas interpenetrantes foram 

obtidas pelo crosslink da quitosana com epicloridrina (ECH) em meio básico na 

presença de cadeias de poliacrilamida. 

Jain & Kumar (2009) relatam a síntese de criogéis monolíticos de composições 

variadas de poliacrilamida (4 a 10% m/v) e quitosana (0,6 a 1,2% m/v), sendo 

reticulados com a adição de glutaraldeído (2,5% m/v). O criogel monolítico foi, então, 

estudado como scaffold para o crescimento e proliferação de células, para isso, ensaios 

de contato direto e ensaios de adsorção de proteínas foram efetuados. Os ensaios de 

contato direto mostraram que o criogel sintetizado é biocompatível, enquanto que os 

estudos sobre a capacidade de adsorção de proteínas mostrou que o criogel adsorveu 

cerca de 18% das proteínas totais do soro bovino em tampão PBS, sendo esses 

resultados adequados para emprego do criogel no cultivo de células. 

Yavaşer & Karagözler (2020) sintetizaram criogéis de poliacrilamida 

(5,7% m/v) e quitosana (0,1% m/v) com o corante Verde Reativo 5 (Reactive Green 5) 

imobilizado covalentemente à matriz sólida para a adsorção da enzima catalase. Os 

autores mostraram como o pH, força iônica, concentração inicial de catalase, 

temperatura e vazão afetam na adsorção de catalase pelo criogel. Além disso, é 
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explicitado que o ligante poderia ser covalentemente acoplado à estrutura do criogel 

tanto pelos grupos amino da quitosana quanto pelos grupos hidroxila da poliacrilamida, 

devido à presença do átomo de cloro no grupo triazina do corante (YAVAŞER; 

KARAGÖZLER, 2020). 

Os trabalhos mencionados anteriormente caracterizaram o criogel de 

poliacrilamida e quitosana como macroporoso, estável, elástico, resistente e permeável 

ao solvente nas condições estudadas (JAIN; KUMAR, 2009; DRAGAN et al., 2012; 

YAVAŞER; KARAGÖZLER, 2020). Devido a essas características, o material é 

adequado para aplicação como fase estacionária da IMAC. Além disso, vantagens do 

uso desses materiais envolvem a presença de grupos facilmente ativáveis nas cadeias de 

para a imobilização de ligantes. 

 

2.7. ADSORÇÃO 

2.7.1. Cinética 

 A adsorção de proteínas na superfície de determinado material é dependente de 

efeitos energéticos, exemplificados por interações iônicas, de van der Waals, de ligação 

de hidrogênio e entre grupos doadores-aceptores de elétrons, e contribuições entrópicas, 

como efeitos do solvente e alterações conformacionais (TIE; CALONDER; VAN 

TASSEL, 2003). Devido à multitude de interações envolvidas em processos de adsorção 

de proteínas, estudos de aspectos termodinâmicos e cinéticos devem ser utilizados para 

explicar e caracterizar o desempenho e mecanismos envolvidos na adsorção do 

adsorbato em certo adsorvente (QIU et al., 2009). Os resultados dessas análises podem 

ajudar a prever, por exemplo, se a adsorção é de natureza química ou física, se é 

monocamada ou multicamada e se efeitos difusivos estão presentes durante a adsorção 

(RAY; GUSAIN; KUMAR, 2020). 

 Informações relacionadas ao tempo de equilíbrio podem ser obtidas por meios de 

experimentos cinéticos de adsorção e utilizados para a análise de viabilidade, 

escalonamento e otimização da adsorção (RAY; GUSAIN; KUMAR, 2020). 
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2.7.2.  Adsorção no equilíbrio para obtenção de isotermas 

O uso dos criogéis na IMAC para a separação de anticorpos de fluídos 

biológicos envolve o processo de adsorção, o qual é considerado um dos processos mais 

utilizados para a separação e purificação de diversas moléculas e íons (GUN’KO; 

SAVINA; MIKHALOVSKY, 2013). Além disso, devido à natureza macroporosa dos 

criogéis, eles são capazes de adsorver compostos de alta massa molecular, como 

proteínas (TIEN, 2019). 

Dessa forma, os dados de adsorção cinéticos e no equilíbrio a uma dada 

temperatura são indispensáveis para a análise, caracterização e descrição dos 

mecanismos de interação que ocorrem entre o adsorvente e o adsorbato, sendo isso 

possível pelo tratamento e modelagem conforme diferentes teorias de adsorção (AL-

GHOUTI; DA’ANA, 2020). 

No âmbito desse trabalho, as equações de Langmuir e Langmuir-Freundlich 

serão especificadas.  

O modelo de Langmuir é um dos mais utilizadas para representar dados de 

adsorção física no equilíbrio. Originalmente, a isoterma de Langmuir foi desenvolvida 

para descrever a adsorção nas fases gás-sólido, entretanto, é amplamente utilizada em 

outros sistemas de fase (VELOSO et al., 2020). 

As suposições para o modelo de Langmuir são: a adsorção do adsorbato ocorre 

em sítios de adsorção bem definidos; os sítios de adsorção são homogêneos e 

energeticamente uniformes e cada sítio pode ser ocupado por apenas uma molécula do 

adsorbato formando uma monocamada; não há interação lateral entre as moléculas 

adsorvidas (VELOSO et al., 2020). 

Comparativamente ao modelo de Langmuir, o modelo de isoterma de adsorção 

empírico de Freundlich descreve processos reversíveis e não-ideais de adsorção, sendo 

não restrito à conformação em monocamada e pode ser aplicado a superfícies 

heterogêneas e a faixas amplas de concentração (AL-GHOUTI; DA’ANA, 2020). 

Combinando os modelos mencionados anteriormente, obtêm-se a isoterma de 

Langmuir-Freundlich, a qual engloba a heterogeneidade da adsorção, assim como evita 

as limitações relacionadas a grandes concentrações (AL-GHOUTI; DA’ANA, 2020). 

Segundo Sharma & Agarwal (2001), o modelo de Langmuir-Freundlich contorna as 
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limitações dos modelos de Langmuir e Freundlich, sendo geralmente o mais 

recomendado para descrever o comportamento de adsorção de proteínas em adsorventes 

com ligantes de afinidade. 

As Equações 2.1 e 2.2 descrevem os modelos de Langmuir e Langmuir-

Freundlich, respectivamente: 

Q∗ =
Qm×C∗

Kd+C∗
                             (Eq. 2.1) 

Q∗ =
Qm×(C∗)n

KdLF+(C∗)n                         (Eq. 2.2) 

no qual C* é a concentração do adsorbato no equilíbrio; Qm é a capacidade máxima de 

adsorção (massa de adsorbato/massa de adsorvente); Kd e Kd(LF) são as constantes de 

dissociação dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich (mol L-1), 

respectivamente e n é o coeficiente de cooperatividade do modelo de Langmuir-

Freundlich, o qual é capaz de representar o tipo e a intensidade da interação entre a 

adsorvente e o adsorbato (SHARMA; AGARWAL, 2001). 

 

2.7.3. Curvas de ruptura 

 Leitos fixos constituídos por partículas porosas, membranas ou monolitos 

possuem diversas aplicações em cromatografia (GAGNON, 2012). Para a análise da 

adsorção em leitos fixos, curvas da concentração do fluido que sai da coluna em função 

do tempo são construídas, sendo denominadas de curvas de ruptura (breakthrough, 

MCCABE; SMITH; HARRIOTT, 1993). Em experimentos de adsorção que envolvem 

leitos fixos, as concentrações do soluto na fase móvel e na fase estacionária variam ao 

longo do tempo, como é observado pela Figura 16 (GEANKOPLIS, 1993). A Figura 17 

representa uma curva de ruptura típica, onde c/c0 é a concentração de soluto no fluxo de 

saída relativo à concentração de alimentação (c0). 
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Figura 17 - Curva de ruptura de adsorção de solutos em leito fixo. 

 
Fonte: Adaptado de Perry & Green (2008) 

 

 Com o início da alimentação do leito, a concentração de soluto no fluxo de saída 

da coluna é praticamente zero, indicando a adsorção de grande parte do soluto pela fase 

estacionária. Com o passar do tempo, a concentração de soluto no fluxo de saída 

aumenta devido à saturação do leito, até que um valor máximo aceitável seja atingido, 

sendo este denominado de ponto de ruptura, sendo geralmente 1, 5 ou 10% da 

concentração de alimentação (GEANKOPLIS, 1993). O tempo no qual o ponto de 

ruptura é alcançado é chamado de tempo de ruptura. Quando a ruptura ocorre, a 

alimentação é parada com o intuito de se minimizar perdas e o processo de 

regeneração/dessorção é iniciado (MCCABE; SMITH; HARRIOTT, 1993; 

REYNOLDS; RICHARDS, 1995; PERRY; GREEN; MALONEY, 1997). 

Após o ponto de ruptura, a concentração de soluto no fluxo de saída aumenta 

rapidamente, gerando uma curva em formato de ‘S’ e a região onde a maior variação de 

c/c0 ocorre é denominada de zona de transferência de massa (ZTM). O comprimento da 

ZTM está relacionado aos efeitos de transferência de massa, onde uma pequena ZTM é 

desejável por possuir menor resistência à transferência de massa, implicando em 

menores custos energéticos nas etapas de regeneração do leito (MCCABE; SMITH; 

HARRIOTT, 1993) 

Quando c/c0 se aproxima de 1,0, o soluto não é capaz de ser adsorvido pela fase 

estacionária, pois grande parte dos sítios de adsorção do adsorvente se encontram 

ocupados. 

 Diferentes parâmetros podem ser calculados pela análise da curva de ruptura de 

um determinado sistema, sendo estes úteis para futuros escalonamentos e aplicações 

industriais do adsorvente. Dentre eles, a capacidade dinâmica de adsorção ou DBC 

(dynamic binding capacity), a qual é definida como a maior quantidade da molécula-

t0
0

1
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alvo que pode ser alimentada ao leito fixo sem que perdas significativas sejam 

observadas. DBC a 10% de ruptura é determinada por Boi et al. (2020) pela combinação 

das Eq. 2.3 e Eq. 2.4: 

mads,10% = c0V10% − c0Vsis                 (Eq. 2.3) 

DBC10% =
mads,10%

V
                 (Eq. 2.4) 

onde mads,10% é a massa de soluto adsorvida até o limite de 10%, c0 é a concentração de 

proteína no fluxo de alimentação, V10% é o volume de solução de proteína alimentada 

até o ponto de ruptura de 10%, Vsis é o volume morto do sistema. DBC10% é a 

capacidade dinâmica de adsorção a 10% e é obtido pela razão entre mads,10% e V, o qual 

é o volume da fase estacionária (Boi et al., 2020). 

 Zhu et al. (2019) calculam a DBC a 10% de ruptura por meio da Eq. 2.5: 

DBC′10% =
C0 ∫ (1−C C0)dV⁄

V10%
0

Vgel
                (Eq. 2.5) 

onde V10% e Vgel são o volume alimentado de solução de proteína para atingir o ponto de 

ruptura de 10% e o volume do leito, respectivamente. C e C0 são as concentrações de 

proteína na saída da coluna e na alimentação, respectivamente (Zhu et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. MATERIAIS 

3.1.1. Reagentes 

Quitosana (derivada de camarão, ≥75% desacetilada, CS), quitosana (baixa 

massa molecular, 75-85% desacetilada, CSLM), gamaglobulina humana (≥ 99% por 

eletroforese, hIgG), persulfato de amônio (APS), alil-glicidil-éter (AGE), ácido 2-[4-(2-

hidroxietil) 1-piperazinil]-etanosulfônico (Hepes), tris(hidroximetil)-aminometano 

(Tris), ácido 2-(N-morfolino)etanosulfônico (MES), ácido 3-(N-

morfolino)propanosulfônico (MOPS), Azul de Coomassie (Coomassie brilliant blue G-

250), imidazol, glutaraldeído (25% em água, GA), epicloridrina (ECH), agarose, 

polietilenoglicol (PEG 6000 Da), ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), sulfato de 

cobre, sulfato de níquel, soro humano (esterilizado, filtrado; de plasma humano 

masculino de tipagem AB), anticorpo  anti-hIgG (Fab específico) conjugados a 

peroxidase produzido em cabra, foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). N,N,N’,N’–

tetra-metilenodiamina (TEMED), dodecil sulfato de sódio (SDS),  ditiotrietol (DTT) e 

marcadores de alta massa molecular para eletroforese foram adquiridos da Cytiva 

(EUA).  Acrilamida (AAm) e N,N’-metileno-bis-acrilamida (MBAm) foram obtidas da 

Bio-Rad (EUA). Cloreto de sódio, fosfato de sódio bibásico e monobásico, ácido 

cítrico, nitrato de prata, e carbonato de sódio anidro foram adquiridos da Synth (Brasil). 

Ácido acético glacial e glicerol foram adquiridos da Êxodo Científica (Brasil). Água 

ultrapura Milli-Q da Millipore (EUA) foi utilizada nos procedimentos. Os demais 

reagentes utilizados foram de grau analítico. 

 

3.1.2. Equipamentos 

As pesagens foram realizadas em balança analítica Sartorius TE214S (Sartorius, 

Alemanha); para medir o pH, foi utilizado medidor de pH Oakton pH 510 series 

(Oakton, EUA) e a desgaseificação das misturas monoméricas, em cubas de banho 

ultrassônico Branson 3510 series (Branson, EUA). As colunas cromatográficas são do 

modelo C10/10 (Cytiva, EUA) e o cromatógrafo de baixa pressão utilizado é o Biologic 

LP System (Bio-Rad, EUA). As medidas de absorbância das amostras foram feitas em 

espectofotômetro UV-Vis DU-640 (Beckman, EUA). Para realização das eletroforeses 

empregou-se o equipamento Mini Protean III (Bio-Rad, EUA). Para a obtenção da 
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isoterma de adsorção, foram utilizados os seguintes equipamentos: plataforma orbital 

Unimax 1010 (Heidolph, Alemanha), agitador de tubos TE-165 (TECNAL, Brasil), 

incubadora com agitação orbital TE-4200 (TECNAL, Brasil) e a centrífuga 5804 R 

(Eppendorf, Alemanha). Para a medição da condutividade dos tampões utilizados, o 

condutivímetro DM-32 (Digimed, Brasil) foi empregado. 

 

3.2. MÉTODOS 

3.2.1. Preparação das soluções de quitosana 

 Para a preparação das soluções de quitosana, flocos de quitosana do tipo 

derivado de camarão e ≥75% desacetilada (CS) ou flocos de quitosana de baixa massa 

molecular (CSLM) foram adicionados à solução de ácido acético (0,1 mol L-1) e 

dispersos por agitação mecânica. Após 1 hora de agitação, as soluções foram deixadas 

em repouso à temperatura ambiente por um período de 24 a 48 horas para decantação 

das partículas insolúveis e maior solubilização dos flocos. As soluções foram filtradas 

em filtro de vidro sinterizado para a sua clarificação. 

 O preparo da solução de quitosana com valor de pH entre 5 e 6 foi realizado com 

a quitosana de baixa massa molecular e, após seguir os procedimentos realizados 

anteriormente, pérolas de hidróxido de sódio foram adicionadas até que o valor de pH 

da solução de quitosana estivesse dentro da faixa desejada, sendo esta solução 

denominada de CSLM6. De acordo com Dragan et al. (2012), a solução de quitosana com 

o valor de pH indicado possibilitou a síntese de criogéis com características mecânicas, 

químicas e morfológicas mais adequadas. O acompanhamento do valor do pH foi feito 

com fitas de medição de pH. 

 As três soluções distintas de quitosana obtidas nesta etapa possuíam 

concentração de 1% m/v e foram utilizadas para a síntese de criogéis. 

  

3.2.2. Síntese de criogel de poliacrilamida e quitosana 

 O procedimento de síntese do criogel de poliacrilamida e quitosana para o uso 

como fase estacionária em cromatografia para a purificação de proteínas utilizando a 

IMAC foi desenvolvido baseando-se nas descrições dos trabalhos de 
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Marcuz et al. (2021), Mourão et al. (2019), Mourão, Haupt & Bueno (2018), Jain et 

al. (2015), Dragan et al. (2012) e Jain & Kumar (2009).   

Com o objetivo de se obter um criogel de características adequadas para a 

aplicação como fase estacionária, variou-se a concentração inicial dos reagentes GA e 

AGE, conforme descrito no tópico 3.2.2.1. O tipo de solução de quitosana adicionada à 

mistura de monômeros para a síntese dos criogéis (CS, CSLM ou CSLM6) também foi 

variado e a concentração final de quitosana foi mantida constante (0,5% m/v). As 

concentrações de iniciador (APS, 0,2% m/v), de catalisador (TEMED, 0,2% v/v) e de 

monômeros (6% m/v, sendo 4,74% m/v de AAm e 1,26% m/v de MBAm) foram 

mantidas constantes, sendo essas mesmas concentrações utilizadas na síntese de criogéis 

de poliacrilamida e alginato por Marcuz et al. (2021).  

 Para a preparação de 10 mL de criogel, 0,474 g de AAm e 0,126 g de MBAm 

foram pesados e dissolvidos em 4 mL de água ultrapura. Após completa solubilização, 5 

mL da solução de quitosana (CS, CSLM ou CSLM6) foram adicionados à mistura dos 

monômeros em agitação. Após essa etapa, a solução foi levada a um banho ultrassônico 

por 20 minutos para remoção de gases dissolvidos. A mistura resultante foi resfriada em 

geladeira a 4 °C por 30 minutos. Soluções contendo TEMED (20 μL), APS (20 mg) e 

GA foram preparadas em ácido acético (0,1 mol L-1) resfriado, quando necessário. Após 

o resfriamento da solução em geladeira, as soluções com os reagentes foram transferidas 

para a mistura monomérica. Adicionou-se também AGE em volumes definidos em 

algumas das formulações. O volume da mistura final em todos os experimentos foi de 

10 mL. Foram distribuídos 3 mL da solução resultante para seringas de 5 mL e 0,5 cm 

de diâmetro interno ou colunas de vidro com 1,0 cm de diâmetro interno, ambas com 

uma de suas extremidades vedadas. Esses recipientes foram transferidos rapidamente 

para um freezer e em banho de etanol (99,5% v/v) a -20 °C por 16 horas. 

 Decorrido o tempo necessário, os criogéis foram descongelados à temperatura 

ambiente e, posteriormente, retirados de seus moldes. Os criogéis formados foram 

lavados com água ultrapura para a remoção dos monômeros e outros reagentes não 

reagidos e armazenados a 4 °C para uso posterior. 
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3.2.2.1. Variação na concentração de alil-glicidil-éter (AGE) e glutaraldeído (GA) 

 Mantendo fixas as concentrações de quitosana, AAm, MBAm, APS e 

TEMED, diversas formulações de criogel foram produzidas por meio da variação de 

AGE e GA com o objetivo de se verificar a influência desses reagentes nas 

características do criogel. Como controle, foram sintetizados criogéis sem a adição de 

GA ou AGE e eles foram identificados como PAAm-CS, PAAm-CSLM e PAAm-CSLM6, 

conforme a solução de quitosana utilizada para a síntese do criogel. A Tabela 2 mostra 

os volumes utilizados para sintetizar os criogéis nesta etapa. 

 

Tabela 2 - Volumes de GA e AGE utilizados para a síntese dos criogéis e a sua 

nomenclatura correspondente 

 
Fonte: Autor (2021) 

 

Observando os criogéis sintetizados, as formulações com melhores 

características, como textura, rigidez, espongidade, homogeneidade, velocidade de 

absorção de água e permeabilidade, foram escolhidas para testes posteriores.  

 

Solução de 

quitosana 

Volume (μL) 
Nome 

GA AGE 

CS 

0 0 PAAm-CS 

5 0 PAAm-CS-GA(5) 

10 0 PAAm-CS-GA(10) 

0 200 PAAm-CS-AGE(200) 

0 300 PAAm-CS-AGE(300) 

CSLM 

0 0 PAAm-CSLM 

10 0 PAAm-CSLM-GA(10) 

20 0 PAAm-CSLM-GA(20) 

40 0 PAAm-CSLM-GA(40) 

0 200 PAAm-CSLM-AGE(200) 

0 300 PAAm-CSLM-AGE(300) 

20 200 PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(200) 

20 300 PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(300) 

CSLM6 

0 0 PAAm-CSLM6 

20 0 PAAm-CSLM6-GA(20) 

20 200 PAAm-CSLM6-GA(20)-AGE(200) 
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3.2.2.2. Ativação do criogel PAAm-CS com epicloridrina (ECH) 

O procedimento para a ativação do criogel de PAAm-CS com epicloridrina 

(ECH) descrito por Marcuz et al. (2021) foi realizado com o objetivo de introduzir 

grupos funcionais epóxi ao criogel para posterior imobilização do agente quelante. 

Em béquer, 0,06 g de boroidreto de sódio (NaBH4) foram dissolvidos em 10 mL 

de solução de hidróxido de sódio (NaOH, 2 mol L-1). Os criogéis foram mergulhados 

nessa solução e, lentamente, adicionou-se 1,0 mL de ECH. A mistura foi mantida sob 

agitação constante em mesa agitadora à temperatura ambiente por 15 min. Decorrido 

esse tempo, 10 mL de solução de NaOH (2 mol L-1) foram adicionados à solução e, em 

seguida, 4,6 mL de ECH foram acrescentados ao béquer lentamente. A reação foi 

mantida sob agitação constante em plataforma orbital à temperatura ambiente por 16 

horas. Terminado esse tempo, o criogel foi lavado com água para remoção da base até a 

neutralização e colocado em uma coluna cromatográfica. O criogel obtido foi 

denominado PAAm-CS-ECH. 

 

3.2.2.3. Imobilização do agente quelante IDA 

Para a imobilização do agente quelante IDA, seguiu-se o procedimento de 

Fioravante (2021), no qual 10,6 g de carbonato de sódio (Na2CO3) foram dissolvidos em 

50 mL de água, a solução resultante foi utilizada para equilibrar a coluna cromatográfica 

contendo 3 mL dos criogéis com melhores aspectos físicos e visuais selecionados 

previamente, sendo eles: PAAm-CS-ECH, PAAm-CS-AGE(200),  PAAm-CSLM-

GA(20)-AGE(200) ou PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(300). Em seguida, 4 g de IDA foram 

dissolvidos em 10 mL de solução de NaOH (2 mol L-1) e o pH desta solução foi 

ajustado para 10 com a adição de pérolas de NaOH. Preparou-se uma solução de 

Na2CO3 pela adição de 2,12 g de Na2CO3 em 10 mL de água. As duas soluções foram 

misturadas e a solução resultante, à temperatura de 65 °C em banho termostático, foi 

recirculada na coluna por meio de uma bomba peristáltica por 24 horas. Decorrido esse 

tempo, a coluna foi lavada com água ultrapura exaustivamente, até que o pH da água na 

corrente de saída se igualasse ao pH da água da corrente de alimentação.  
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Os criogéis obtidos foram denominados PAAm-CS-ECH-IDA, PAAm-CS-

AGE(200)-IDA, PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(200)-IDA ou PAAm-CSLM-GA(20)-

AGE(200)-IDA e armazenados em geladeira a 4 °C. 

 

3.2.3. Quantificação de íons metálicos quelatados pelo criogel com IDA imobilizado 

Utilizando os criogéis com agente quelante imobilizado descritos em 3.2.2.3, a 

quantificação de íons metálicos quelatados pelo monolito foi determinada conforme 

procedimento utilizado por Fioravante (2021), alimentando-se a coluna cromatográfica 

com 30 mL (10 volumes de coluna) de solução do íon metálico (sulfato de cobre e 

sulfato de níquel em concentrações de 50 mmol L-1). Em seguida, a coluna foi lavada 

com água e com tampão acetato de sódio a pH 4,0 (25 mmol L-1) para a retirada dos 

íons metálicos fracamente adsorvidos. Para a remoção dos íons metálicos quelatados, a 

coluna foi alimentada com solução de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a pH 

7,0 (100 mmol L-1). Frações de 2 mL foram coletadas e medidas em espectrofotômetro a 

733 nm e 384 nm para Cu2+ e Ni2+, respectivamente. 

A Eq. 3.1 foi utilizada para a determinação da quantidade de íons metálicos que 

foram quelatados pelo criogel: 

 

nMen+ = Coef × ABSnm × Fd × Vamostra                         (Eq. 3.1) 

 

no qual Coef é a constante correspondente ao coeficiente angular da curva analítica do 

íon metálico em solução de EDTA no comprimento de onda apropriado, ABSnm é o 

valor medido da absorbância de cada fração no comprimento de onda de 733 ou 384 nm 

para os íons metálicos cobre ou níquel, respectivamente; Fd é o fator de diluição e 

Vamostra é o volume (mL) de cada fração coletada e nMe
n+ (µmol) são o número de mols 

de Cu2+ ou Ni2+ quelatado. Como controle e verificação da capacidade de adsorção de 

íons metálicos pela matriz sólida sem o agente quelante, testes de adsorção de Cu2+ e 

Ni2+ foram realizados com o criogel de PAAm-CS, e PAAm-CSLM-GA(20).  

A diferença entre os valores de íons metálicos quelatados obtidos pelo criogel 

com IDA e pelo criogel controle é a quantidade de íons metálicos quelatados pelo 

agente quelante. 
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3.2.4. Ensaios cromatográficos 

O criogel com melhores características visuais e aspectos mais adequados para 

cromatografia foi selecionado para ser utilizado em ensaios cromatográficos, sendo ele 

o criogel de PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(200)-IDA. Nesse caso, o criogel de PAAm-

CSLM-GA(20) foi usado como controle. Como simplificação, seus nomes foram 

reduzidos para PAAm-CS-GA-AGE-IDA e PAAm-CS-GA, respectivamente.  As 

cromatografias foram realizadas em colunas cromatográficas C10/10 (Cytiva, EUA), as 

quais foram acopladas a um cromatógrafo de fase líquida de baixa pressão Biologic LP 

System (Bio-Rad, EUA). Foram realizados ensaios cromatográficos com e sem íons 

metálicos quelatados no criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA. Os experimentos foram 

realizados a vazão de 2,0 mL min-1 e em temperatura ambiente. Frações de volumes 

conhecidos foram coletadas para quantificação em termos de proteínas totais 

empregando a metodologia de Bradford (BRADFORD, 1976). Os valores de 

condutividade dos tampões utilizados encontram-se na Tabela E.1 do Apêndice E. 

Todos os experimentos foram realizados em duplicata. 

 

3.2.4.1. Experimentos cromatográficos com hIgG e soro humano 

Com o intuito de verificar a capacidade de adsorção de proteínas totais do soro 

humano e hIgG pelo criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA, cromatografias com hIgG 

pré-purificada e soluções de soro humano foram realizadas nos seguintes sistemas 

tamponantes a 25 mmol L-1: MOPS a pH 6,5 e 7,0; MES a pH 5,5; fosfato de sódio 

(NaP) a pH 7,0 e Tris-HCl a pH 7,0. MOPS e MES são zwitteriônicos, NaP é carregado 

negativamente e Tris-HCl é carregado positivamente nos valores de pH utilizados. 

Para cada cromatografia, as colunas foram equilibradas com 10 volumes de 

coluna (VC) de tampão de adsorção. Posteriormente, umas das seguintes soluções foi 

alimentada ao leito cromatográfico: 1,0 mL de solução de hIgG (2 mg mL-1), preparada 

pela adição de 2 mg de hIgG pré-purificada (Sigma-Aldrich) a 1,0 mL de tampão de 

adsorção; ou 1,0 mL de solução de soro humano (3,5 mg mL-1), preparada diluindo-se 

75 μL de soro humano (Sigma-Aldrich) em 1,050 mL de tampão de adsorção (diluição 

de 15 vezes). Finalizada a alimentação, o criogel foi lavado com 30 mL (10 VC) do 

mesmo tampão de adsorção até a remoção de toda proteína não adsorvida (absorbância 

da corrente de saída próxima a zero) e, em seguida, a eluição foi realizada com 30 mL 
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(10 VC) do tampão de adsorção contendo 1,0 mol L-1 de cloreto de sódio (NaCl) ou até 

que todas as proteínas adsorvidas fossem eluídas. Concluída a eluição, a coluna foi 

lavada com água ultrapura e reequilibrada com o tampão de adsorção para ser utilizada 

em um novo ciclo. 

Durante as cromatografias, frações de 2,0 mL foram coletadas e quantificadas 

em termos de proteínas totais pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e, no caso 

da cromatografia do soro humano, as amostras mais concentradas foram agrupadas e 

analisadas por eletroforese SDS-PAGE. 

 

3.2.4.2. Ensaios cromatográficos com hIgG e soro humano em criogel com íons Cu2+ e 

Ni2+ imobilizados 

Para verificar o efeito de íons metálicos quelatados na adsorção de proteínas, o 

criogel foi inicialmente saturado com o íon metálico pela passagem de 30 mL (10 VC) 

da solução de sulfato de cobre ou níquel (50 mmol L-1). Em seguida, a coluna foi lavada 

com 15 mL (5 VC) de água e lavado com 30 mL (10 VC) de tampão acetato de sódio a 

pH 4,0 (25 mmol L-1) para a remoção de íons metálicos fracamente adsorvidos. 

Iniciaram-se, então, as etapas de equilíbrio da coluna, injeção da amostra e lavagem, 

como descrito no tópico 3.2.4.1. Em seguida, a etapa de eluição foi realizada com 30 

mL (10 VC) do tampão acetato de sódio a pH 4,0 (25 mmol L-1) ou com imidazol (100 

mmol L-1) acrescentado ao respectivo tampão de adsorção. A coluna foi regenerada com 

30 mL (10 VC) de solução de EDTA a pH 7,0 (100 mmol L-1). Finalmente, a coluna foi 

lavada com água e armazenada na geladeira até a realização de novos experimentos. 

Baseando-se nos resultados de quantidade de hIgG obtida na etapa de eluição, as 

melhores condições de adsorção dos criogéis com íons metálicos imobilizados foram 

empregadas em testes com soro humano. 

Frações de 2,0 mL das etapas de lavagem, eluição e regeneração foram coletadas 

e quantificadas em termos de proteínas totais pelo método de Bradford (BRADFORD, 

1976). No caso das cromatografias com solução de soro humano, as amostras mais 

concentradas foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. A condição de 

purificação que se mostrou mais promissora em termos de pureza e quantidade de hIgG 

obtida na etapa de eluição foi também analisada por imunodifusão radial (RID). Ensaios 



67 

 

para obtenção da curva de ruptura, cinética de adsorção e isotermas foram realizados na 

melhor condição de purificação determinada por esta etapa. 

 

3.2.5. Curva de ruptura de adsorção do criogel 

Com o objetivo de se determinar dados relacionados à ruptura, como o tempo de 

ruptura e seletividade do monolito em condições de saturação, os ensaios. foram  

realizados na melhor condição de purificação obtida pelos experimentos 

cromatográficos, a qual foi obtida com o criogel PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ e com 

NaP a pH 7,0 contendo imidazol (2 mmol L-1) como tampão de adsorção e NaP a pH 

7,0 contendo imidazol (100 mmol L-1) como tampão de eluição. 

Dessa forma, seguiu-se os mesmos procedimentos descritos no tópico 3.2.4.2. 

para a imobilização do íon metálico Ni2+ ao criogel e para o equilíbrio da fase 

estacionária. Em seguida, foram alimentados cerca de 35 mL de solução de soro 

humano (3,5 mg mL-1) diluído 15 vezes no tampão de adsorção para que a saturação do 

monolito fosse garantida. As etapas de lavagem, eluição e regeneração ocorreram 

conforme o tópico 3.2.4.2. 

Frações de 2,0 mL das etapas de flowthrough, lavagem, eluição e regeneração 

foram coletadas e quantificadas em termos de proteínas totais pelo método de Bradford 

(BRADFORD, 1976). As amostras mais concentradas foram agrupadas e analisadas por 

eletroforese SDS-PAGE e RID. 

O tempo e o volume requeridos para que a coluna atingisse o ponto de ruptura 

foi determinado quando a relação entre a concentração de proteínas totais no fluxo de 

saída da coluna (C) e a concentração de proteínas totais na alimentação (C0) fosse igual 

a 0,1. A capacidade dinâmica de adsorção (DBC) foi determinada com base nos dados 

obtidos a 10% e empregando as Eq. 2.3, Eq. 2.4 e Eq. 2.5. 

 

3.2.6. Cinética de adsorção de hIgG 

Os estudos cinéticos de adsorção de hIgG no criogel de PAAm-CS-GA-AGE-

IDA-Ni2+ foram realizados para se obter o tempo de equilíbrio de adsorção do monolito 
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no modo de recirculação da solução, como descrito em Erzengin, Ünlü & Odabaşi 

(2011). 

A coluna contendo o criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA foi saturada com 

solução de sulfato de níquel, lavada com água e com acetato de sódio a pH 4,0, nessa 

ordem. Em seguida, a coluna foi equilibrada com o tampão de adsorção NaP a pH 7,0 

contendo imidazol (2 mmol L-1). Soluções de 0,5 e 2,0 mg hIgG mL-1 (50 mL) foram 

preparadas e recirculadas na coluna contendo o criogel, a uma vazão de 2,0 mL min-1
, 

até que o equilíbrio fosse atingido. Em tempos determinados, alíquotas de 20 μL foram 

coletadas. A concentração de hIgG foi determinada em duplicata pelo método de 

Bradford (BRADFORD, 1976). Decorrido o tempo do experimento (3 horas), a coluna 

foi lavada com o tampão de adsorção e as proteínas adsorvidas foram eluídas com o 

tampão NaP a pH 7,0 contendo imidazol (100 mmol L-1). Finalmente, a coluna foi 

regenerada com EDTA a pH 7,0 (100 mmol L-1) e lavada com água para a realização de 

experimentos subsequentes. 

 

3.2.7. Isotermas de adsorção de hIgG 

Determinado o tempo de equilíbrio de adsorção de hIgG, foram executados 

experimentos em batelada com o criogel escolhido na melhor condição de adsorção da 

proteína-alvo, com base no procedimento descrito por Mól et al., (2017), Mourão et al. 

(2019) e Fioravante (2021). Preparou-se 25 mL de solução-mãe de hIgG no tampão de 

adsorção NaP a pH 7,0 contendo imidazol (2 mmol L-1). Foram introduzidos 20 mg de 

fragmentos do criogel PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ secos em tubos Eppendorf de 2 

mL de capacidade. Em seguida, volumes predeterminados do tampão NaP a pH 7 

contendo 2 mmol L-1 imidazol foram adicionados aos tubos que continham os 

fragmentos de criogéis. Em seguida, volumes predeterminados da solução-mãe foram 

coletados e adicionados aos tubos Eppendorf de modo que cada tubo possuísse uma 

concentração inicial de hIgG distinta. Em seguida, os frascos foram colocados sob 

agitação em um agitador de tubos, o qual foi levado a um shaker para garantir que a 

temperatura do experimento fosse constante e igual a (25 ± 1) °C, até que o equilíbrio 

fosse alcançado. 

A concentração de hIgG no sobrenadante no equilíbrio foi determinada pelo 

método de Bradford e, pela diferença entre a concentração inicial (C) e a final (C*), foi 
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calculada a quantidade de hIgG adsorvida. A capacidade de adsorção de hIgG do criogel 

(Q*) foi expressa em mg de hIgG por massa seca do adsorvente. Posteriormente foram 

ajustados os parâmetros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich, como 

descrito no tópico 2.7.2, por regressão não linear utilizando o software Origin® 

(Microcal, EUA).  Obteve-se, então, aproximações para a capacidade máxima de 

adsorção (Qm), constantes de dissociação para cada modelo, e o coeficiente de 

cooperatividade (n) para o modelo de Langmuir-Freundlich. 

 

3.2.8. Métodos analíticos 

 

3.2.8.1. Capacidade de intumescimento 

A capacidade de intumescimento do criogel é a capacidade do criogel em reter 

água em seus poros. A determinação desse valor foi realizada como descrito em da 

Silva et al. (2014) e Marcuz et al. (2021) (Eq. 3.2): 

Sw
w⁄ =

mw−md

md
                 (Eq. 3.2) 

 

onde Sw/w é a capacidade de absorção de água (g água/g de adsorvente seco), mw e md 

são as massas do adsorvente úmido e seco (g), respectivamente. 

Para o experimento, amostras de volume conhecido do criogel de PAAm-CS-

GA-AGE-IDA foram brevemente secas em papel de filtro e pesadas, obtendo-se o valor 

de mw. Em seguida, os criogéis foram secos em estufa a 60 °C até massa constante, 

sendo este o valor md. 

 

3.2.8.2. Estimativa da porosidade 

A porosidade foi determinada conforme o protocolo de Sun et al. (2012). Uma 

peça cilíndrica de criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA foi saturada com água ultrapura 

e imersa em um recipiente cilíndrico graduado com volume inicial de água conhecido, 

V1. O volume final após a imersão foi medido, obtendo-se o volume V2. O volume de 

criogel saturado com água V0 foi calculado pela diferença entre os volumes V1 e V2 (Eq. 

3.3). 

V0 = V2 − V1                  (Eq. 3.3) 
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Em seguida, o criogel saturado com água foi pesado (mw) e a água dentro dos 

poros do criogel foi removida por compressão manual, como descrito por Arvidsson et 

al. (2003). O criogel livre de água foi novamente pesado (ms). A porosidade () foi 

calculada por meio da Eq. 3.4: 

φ =
mw−ms

ρw×V0
                   (Eq. 3.4) 

no qual ρw é a densidade da água à temperatura de realização do experimento.  

 

3.2.8.3. Quantificação da capacidade do criogel em se ligar à água presente no ar 

 Amostras do criogel PAAm-CS-GA-AGE-IDA foram secas em estufa a 60 °C e, 

posteriormente, pesadas (ms), como em 3.2.8.1. Logo depois, os criogéis secos foram 

armazenados em atmosfera úmida, produzida em recipiente fechado hermeticamente 

contendo solução saturada de cloreto de potássio (35% m/v a temperatura ambiente) em 

água, conforme procedimento descrito em Mourão et al. (2019). Os criogéis foram 

colocados no recipiente, sem entrar em contato com a solução aquosa. Finalmente, o 

aumento de massa dos criogéis foi monitorado até atingir massa constante (mc), assim, a 

massa de água retida foi calculada pela Eq. 3.5. 

mágua(em g) = mc − ms                  (Eq. 3.5) 

 Os resultados de massa obtidos após cada procedimento citado dos tópicos 

3.2.8.1 a 3.2.8.3 foram utilizados para a determinação da composição mássica do criogel 

úmido, na qual a massa de água nos poros maiores é a massa de água removida por 

compressão manual, a massa de água correspondente à água presente nos poros menores 

foi obtida pela secagem do criogel em vidro sinterizado, a massa de água ligada ao 

polímero foi obtida pelo uso da Eq. 3.5 e a massa de polímero seco é igual a ms. 

 

3.2.8.4. Determinação da resistência ao fluxo do criogel 

 De acordo com o procedimento de Marcuz et al. (2021), a medição da 

resistência ao fluxo de água ultrapura pelos criogéis de PAAm-CS-GA-AGE-IDA foi 

realizada para monolitos com 1 cm de diâmetro e 3 mL de volume. Os criogéis foram 

empacotados em coluna C10/10 (Cytiva, EUA) e acoplados a um cromatógrafo de fase 

líquida de baixa pressão (Bio-Rad, EUA). Vazões de 1,0 a 5,0 mL min-1 foram testadas. 
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O experimento foi terminado se o fluxo de água fosse obstruído ou se deformações 

físicas no criogel fossem visíveis. 

 

3.2.8.5. Estudo de degradação in vitro do criogel 

 Para verificar a degradação do criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA em função 

do tempo, seguiu-se o procedimento descrito por Kathuria et al. (2008) e Guven et al. 

(2020), no qual 12 fragmentos de criogéis secos foram pesados (Wi) e imersos em tubos 

Eppendorf de 2 mL contendo solução de PBS. As amostras foram encubadas em 

temperatura ambiente por um período de até 6 semanas. Semanalmente, fragmentos em 

2 tubos Eppendorf foram lavados com água ultrapura e secos em estufa a 60 °C. Os 

criogéis secos foram pesados novamente (Wf) e a percentagem de degradação foi 

calculada conforme a Eq. 3.6. 

Degradação (%) =  
Wf

Wi
× 100                 (Eq. 3.6) 

 

3.2.8.6. Cálculo do rendimento de monômeros do criogel 

 Conforme o procedimento de Perçin, Idil & Denizli (2019), o rendimento da 

polimerização do criogel foi determinado. Criogéis recém preparados de PAAm-CS-

GA-AGE com 3 mL de volume foram lavados com água, secos em estufa e pesados. 

Com o conhecimento da massa total de monômeros adicionada durante a síntese, 

utilizou-se a Eq. 3.7 para calcular o rendimento da polimerização: 

Rendimento (%) =  
ms

mt
× 100                              (Eq. 3.7) 

no qual, ms é a massa do criogel seco em estufa e mt é a massa total de monômeros para 

a síntese do mesmo volume de criogel. 

 

3.2.8.7. Medição do ponto de carga superficial zero do criogel 

 O ponto de carga superficial zero do criogel foi determinado seguindo o 

procedimento de Davranche et al. (2003) e Fioravante (2021). Primeiramente, 

fragmentos de criogéis de PAAm-CS-GA-AGE-IDA, PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+ e 
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PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ foram secos em estufa. Em seguida, uma massa 

conhecida (em torno de 0,30 g) de cada um desses criogéis foi colocada em um béquer 

com 20 mL de solução de acetato de amônio (CH3COONH4; 0,1 mol L-1) e o valor do 

pH dessa solução foi medido com medidor de pH até que atingisse valor constante, o 

qual foi identificado como ponto de carga nula. 

 Em seguida, volumes de solução de ácido acético (CH3COOH; 0,3 mol L-1) ou 

solução de hidróxido de amônio (NH4OH; 0,25 mol L-1) foram adicionados aos 

béqueres que continham os criogéis, o pH foi monitorado com medidor de pH até que a 

adição de ácido ou base não gerasse variação no valor de pH maior que 0,01. 

 A carga superficial (Q) do criogel pode ser calculada pela Eq. 3.8. A Eq. 3.8 

pode ser simplificado para o ácido e para a base, para a Eq. 3.9 e Eq. 3.10, 

respectivamente. Dessa forma, é possível determinar o perfil de uma curva para as 

cargas superficiais do criogel em função do pH e o ponto de carga superficial nula é o 

valor de pH no qual a curva obtida intercepta o eixo horizontal: 

Q =  
ca−cb+[OH−]−[H+]

cm
                 (Eq. 3.8) 

Q =  
ca−[H+]

cm
                       (Eq. 3.9) 

Q =  
−cb+[OH−]

cm
                 (Eq. 3.10) 

onde ca é a concentração do ácido corrigida (mol L-1), cb é a concentração da base 

corrigida (mol L-1) e cm é a concentração dos sólidos em suspensão (g L-1). 

 

3.2.8.8. Morfologia do criogel 

A análise morfológica do criogel para a verificação da estrutura e determinação 

do tamanho dos poros foi realizada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) no 

Laboratório de Caracterização de Biomassa, Recursos Analíticos e de Calibração 

(LRAC), da Faculdade de Engenharia Química da UNICAMP, no equipamento 

MEV/EDS: LEO Electron Microscopy (Oxford, Inglaterra). 

Fragmentos dos cortes das seções transversal, longitudinal e superficial dos 

criogéis de PAAm-CS, PAAm-CS-GA e PAAm-CS-GA-AGE-IDA foram liofilizados e 
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recobertos por 20 nm de ouro utilizando o equipamento Sputter Coater K450 

(EMITECH, Reino Unido). 

 

3.2.8.9. Eletroforese SDS-PAGE 

A eletroforese para a análise qualitativa das proteínas de cada etapa dos 

experimentos cromatográficos com soro humano foi realizada no equipamento Mini 

Protean III (BioRad, EUA), seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970), em 

condições não redutoras, a 100 V e gel a 7,5% de poliacrilamida. Foram agrupadas as 

amostras mais concentradas de cada etapa da cromatografia, chamados de pools. Foram 

coletados 75 μL de cada pool e adicionados a um tubo Eppendorf de 0,5 mL. Ao mesmo 

tubo Eppendorf, adicionou-se 25 μL de tampão de desnaturação contendo SDS e 2 gotas 

de glicerol, a mistura foi homogeneizada e levadas a aquecimento a 100 °C por 7 

minutos para desnaturação. Em seguida, amostras de, no máximo, 15 μL de cada pool 

foram adicionadas aos géis. Os marcadores de proteínas de alta massa molecular e de 

hIgG foram também adicionados ao gel de eletroforese, nos volumes de 5 μL e 3 μL, 

respectivamente. 

Seguindo o procedimento de Morrissey (1981), a coloração dos géis foi feita 

com nitrato de prata. Os géis foram submersos em soluções de etanol e ácido acético, 

por 20 min. Seguiu-se com a revelação com a submersão dos géis em solução de GA, 

também por 20 min. Após essa etapa, os géis foram lavados com água e submersos em 

solução de ditiotreitol (5 mg mL-1; DTT), por 20 min. A solução de DTT foi removida e 

a solução de nitrato de prata (0,1% m/v) foi adicionada aos géis em agitação por 20 min. 

Os géis foram lavados com água e a solução reveladora de carbonato de sódio (3% m/v) 

+ formaldeído (0,05% v/v) foi adicionada aos géis. A revelação foi finalizada com ácido 

cítrico (2,3 mol L-1). 

 

3.2.8.10. Imunodifusão radial (RID) 

O procedimento foi conduzido de acordo com Lü & Miller (1996), da Silva et al. 

(2014), Mourão, Carmignotto & Bueno (2016) e Carmignotto et al. (2017), com a 

finalidade de quantificar a hIgG presente nas amostras das etapas cromatográficas da 

melhor condição de purificação. Inicialmente o gel de agarose foi preparado, o qual 
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possuía as seguintes concentrações para cada um dos reagentes empregados: 1,2% de 

agarose e 3% de polietilenoglicol (PEG 6000 Da) em tampão TBE (Tris-HCl 90 mmol 

L-1, ácido bórico 90 mmol L-1 e EDTA 3 mmol L-1). A solução contendo esses reagentes 

foi aquecida em banho-maria a 60 °C até a dissolução completa da agarose. Em seguida, 

a solução foi resfriada até a temperatura de 50 °C para ser adicionado o antígeno 

(anticorpo anti-hIgG (Fab específico) conjugados a peroxidase produzido em cabra), na 

proporção de 1 μL de antígeno para 1 mL de gel, e a solução resultante foi depositada 

sob plástico específico para agarose em molde de dimensões 9 cm x 14 cm. 

Após a geleificação, orifícios simetricamente espaçados foram perfurados no 

gel, e foram introduzidos 10 μL de amostras de injeção e dos pools referentes às etapas 

cromatográficas de flowthrough (no caso da RID para a curva de ruptura), lavagem, 

eluição e regeneração. O gel contendo as amostras foi incubado em câmara úmida a 

temperatura ambiente por 48 h e, em seguida, o gel foi seco por 24 h em temperatura 

ambiente. 

O gel foi corado por submersão por 30 minutos em solução de Coomassie 

brilliant blue R-250 (0,5% m/v), etanol (45% v/v) e ácido acético (45% v/v). O gel foi 

descorado por lavagens com solução aquosa contendo etanol (30%) e ácido acético 

(7%) até a visualização dos halos de precipitação. O diâmetro de cada halo foi medido 

com um paquímetro e convertido em termos de concentração de hIgG, com base na 

curva padrão, a qual relaciona linearmente o diâmetro dos halos com o logaritmo da 

concentração de hIgG. A curva padrão foi construída em triplicata para todos os 

experimentos de RID realizados. 

 

3.2.8.11. Dosagem de proteínas totais 

 A concentração de proteínas totais e de hIgG pré-purificada das frações 

coletadas durantes os procedimentos cromatográficos foi determinada por meio da 

metodologia de Bradford (BRADFORD, 1976). As curvas padrões para os 

experimentos com soro humano e hIgG foram construídas com albumina de soro bovino 

e hIgG pré-purificada, respectivamente. O coeficiente angular obtido pelas curvas de 

calibração das soluções de Bradford foi utilizado para o cálculo da concentração de 

proteínas de cada amostra.  



75 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Os dados obtidos para o criogel de poliacrilamida e quitosana com íons 

metálicos imobilizados são analisados nessa seção. Incialmente, são apresentados os 

resultados dos procedimentos de síntese e caracterização visual, morfológica e física dos 

criogéis monolíticos de poliacrilamida e quitosana. Em seguida, foi realizada a análise 

dos resultados dos experimentos cromatográficos com o criogel que apresentou 

melhores características após a síntese, incluindo-se, ensaios cromatográficos com íons 

metálicos imobilizados para adsorção hIgG pré-purificada e hIgG a partir soro humano. 

Determinou-se, então, a melhor condição de purificação de hIgG e essa condição 

foi empregada para os estudos de adsorção de hIgG para a determinação de parâmetros 

cinéticos, curvas de ruptura e isotermas.  As duplicatas dos experimentos apresentados 

neste capítulo encontram-se nos Apêndices. 

 

4.1. SÍNTESE E CARACTERIZAÇÕES VISUAIS DOS CRIOGÉIS  

 Criogéis de poliacrilamida e quitosana foram sintetizados utilizando três tipos 

diferentes de solução de quitosana, com o objetivo de verificar o efeito causado por 

cada uma delas nos aspectos do monolito. Conforme os tópicos 3.2.1 e 3.2.2, as 

soluções de quitosana (1% m/v) empregadas foram preparadas com flocos de quitosana 

do tipo derivado de camarão e ≥75% desacetilada (CS), flocos de quitosana de baixa 

massa molecular (CSLM) ou flocos de quitosana de baixa massa molecular em solução 

com valor de pH entre 5 e 6 (CSLM6). 

 

4.1.1. Estudos da variação da composição dos criogéis 

  

 Os criogéis sintetizados com a solução de quitosana derivada de camarão ≥75% 

desacetilada (CS) foram denominados de PAAm-CS e preparados conforme descrito no 

tópico 3.2.2, no qual as concentrações de iniciador (APS), de catalisador (TEMED), de 

monômeros (AAm e MBAm) e CS foram mantidas constantes (Tabela 2).  
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4.1.1.1. Criogéis sintetizados com GA 

 Foram utilizados diferentes volumes iniciais do agente de reticulação GA (0, 5 e 

10 μL) e do agente de funcionalização AGE (0, 100, 200 e 300 μL), com o objetivo de 

estudar os efeitos desses compostos nas características físicas, visuais e mecânicas dos 

criogéis.  

 De acordo com os resultados obtidos, os criogéis de diferentes composições 

apresentaram diferenças macroscópicas entre si. Primeiramente, o criogel de PAAm-CS 

(Figura 18; controle), sintetizado sem a adição de GA ou AGE, foi caracterizado como 

esponjoso, branco, homogêneo, permeável por gravidade e com estrutura visual 

uniforme, além de ser capaz de retornar à sua forma original rapidamente quando em 

contato com água após ser comprimido.  

 

Figura 18 - Criogel monolítico de poliacrilamida e quitosana (PAAm-CS; controle) 

Fonte: Autor (2021) 

Esses resultados são comparáveis aos obtidos por Arvidsson et al. (2003) para 

criogéis sintetizados com apenas poliacrilamida, os quais são caracterizados pelos 

autores como homogêneos, opacos, esponjosos e elásticos. Similarmente, Jain & Kumar 

(2009) sintetizaram criogéis monolíticos de apenas poliacrilamida e quitosana em 

variadas concentrações e constataram características visuais semelhantes aos criogéis 

sintetizados neste trabalho. Os autores argumentam que a quitosana se mantém na 

estrutura do monolito por interações de natureza física, gerando uma rede semi-

interpenetrante, como foi explicitado anteriormente no tópico 2.6. 

Testes de permeabilidade em cromatógrafo de baixa-pressão mostraram que o 

criogel foi capaz de suportar vazões de até 6,0 mL min-1 (velocidade superficial de 458 

cm h-1), sem apresentar qualquer resistência ao escoamento da água. Normalmente, 

procedimentos cromatográficos a baixa pressão operam a vazões entre 0,5 e 
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2,0 mL min-1 (38 a 154 cm h-1), as quais são inferiores às vazões máximas determinadas 

para o criogel de PAAm-CS, sendo possível empregá-lo como fase estacionária para 

cromatografias de baixa pressão. 

 Os criogéis de PAAm-CS-GA, produzidos com a adição de GA (5 ou 10 μL) 

durante a síntese, foram caracterizados como quebradiços, visualmente heterogêneos, 

rugosos, frágeis, amarelados (devido à presença de GA) e não esponjosos.  Quando 

comparado ao criogel de PAAm-CS, os criogéis sintetizados com GA possuíram 

características inadequadas para a sua utilização em ensaios cromatográficos, indicando 

que a presença do GA impactou negativamente a estrutura do monolito nessas 

condições de síntese. A presença de GA causa a reticulação das cadeias de quitosana, 

gerando uma estrutura interpenetrante com as cadeias de PAAm devido à formação de 

bases de Schiff (JAIN; KUMAR, 2009; YAVAŞER; KARAGÖZLER, 2020). 

Entretanto, Yavaşer & Karagözler (2020) sintetizaram com sucesso criogéis de 

poliacrilamida e quitosana reticulada com GA, sendo eles caracterizados como 

amarelados, esponjosos, elásticos, opacos e com baixa resistência ao fluxo convectivo. 

Essas diferenças podem ser explicadas pela variação da quantidade de reagentes, pelo 

tipo de quitosana empregada e pela temperatura de congelamento utilizada pelos 

autores, as quais diferem das condições usadas nesse trabalho. Dessa forma, com o 

objetivo de verificar o efeito do tipo de quitosana nas características dos criogéis, 

decidiu-se utilizar a quitosana de baixa massa molecular, a qual é a utilizada por 

Yavaşer & Karagözler (2020) para a síntese de criogéis (ver tópico 4.1.2). 

 

4.1.1.2. Criogéis sintetizados com AGE 

Os criogéis sintetizados com AGE (PAAm-CS-AGE) foram obtidos e aqueles 

com concentrações de 2 e 3% v/v de AGE são mostrados nas Figuras 19a e 19b, 

respectivamente. Ambas as composições utilizadas forneceram criogéis de 

características semelhantes aos criogéis de PAAm-CS, sendo eles: homogêneos, 

elásticos, permeáveis por gravidade, brancos e esponjosos. 
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Figura 19 – Criogel monolítico de: a) PAAM-CS-AGE(200); b) PAAm-CS-AGE(300) 

 
Fonte: Autor (2021) 

Após análise de permeabilidade, os criogéis mostraram-se permeáveis a vazões 

de até 3,0 mL min-1 (velocidade superficial 229 cm h-1), sendo esse valor menor que o 

valor obtido para o criogel de PAAm-CS. Embora ainda sejam suficientemente 

permeáveis para aplicações relacionadas à purificação de biomoléculas, pode-se inferir 

que o uso do agente de funcionalização AGE pode ter sido um dos responsáveis para a 

redução da permeabilidade dos monolitos. 

Tanto a composição do criogel de PAAm-CS quanto as composições testadas 

para o criogel de PAAm-CS-AGE mostraram-se viáveis para a aplicação como fase 

estacionária em cromatografia. Entretanto, a presença de grupos epóxi disponíveis para 

a imobilização de ligantes na estrutura dos criogéis com AGE, torna-os mais vantajosos 

em comparação aos criogéis de apenas quitosana e poliacrilamida, visto que ainda é 

necessário realizar mais uma etapa para a ativação do criogel de PAAm-CS, a qual será 

explorada no tópico 4.1.1.3. 

 

4.1.1.3. Ativação do criogel de PAAm-CS com ECH 

Com o objetivo de se comparar as rotas de adição de grupos epóxi para a 

imobilização de ligantes, o criogel de PAAm-CS foi ativado com epicloridrina (ECH), 

conforme o procedimento descrito no tópico 3.2.2.2, e o criogel resultante foi 

denominado de PAAm-CS-ECH. 

Após o procedimento, o criogel foi caracterizado como rígido e quebradiço, 

evidenciado pela perda da estrutura esponjosa do criogel padrão de PAAm-CS. A 

permeabilidade do criogel de PAAm-CS-ECH foi verificada em cromatógrafo de baixa 

pressão, e a vazão máxima suportada foi de 1,0 mL min-1 (velocidade superficial de 

77 cm h-1), a qual é consideravelmente inferior à vazão suportada pelos criogéis de 

PAAm-CS e PAAm-CS-AGE sintetizados previamente. Devido à rigidez e facilidade de 
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ruptura (fratura), caminhos preferenciais poderiam ter sido formados durante o 

procedimento de empacotamento do criogel em coluna cromatográfica, o que pode 

ocasionar em transferência de massa reduzida em ensaios de adsorção. 

 A utilização de ECH para a ativação da estrutura do monolito é baseada na 

reação entre os grupos hidroxila ou aminas primárias das cadeias de quitosana e o 

carbono halogenado presente na ECH, disponibilizando grupos epóxi na superfície do 

criogel para futura imobilização de ligantes (HERMANSON, 2008; MARCUZ et al., 

2021). 

De acordo com Dragan et al. (2012), é possível que tenha ocorrido o crosslink 

das cadeias de quitosana com epicloridrina. Ambos os grupos funcionais da ECH 

podem reagir com os grupos amino da quitosana, interconectando as cadeias desse 

polissacarídeo (DRAGAN et al., 2012). Ademais, os grupos amida das cadeias de 

poliacrilamida podem ser parcialmente hidrolisados devido à alta basicidade do meio 

reacional, ocorrendo a formação de carboxilas (BORLING et al., 1994). Nesse caso, 

além da ativação da estrutura, o monolito resultante possuiria cadeias poliméricas 

negativamente carregadas (acrilamida e ácido acrílico) e positivamente carregadas 

(quitosana) que se interpenetram, sendo uma possível explicação para a alteração 

significativa dos aspectos físicos do criogel. 

 Assim, o criogel de PAAm-CS-ECH foi considerado impróprio para a aplicação 

como fase estacionária em cromatografia. Comparativamente, o uso do AGE durante o 

processo de síntese proporcionou o preparo de criogéis com características visuais e 

aspectos mais adequados. Com isso, os criogéis de PAAm-CS-AGE(200) e PAAm-CS-

AGE(300) foram utilizados em experimentos posteriores. 

 

4.1.2. Estudo da variação da composição em criogéis sintetizados com solução de 

CSLM 

Para verificar o efeito do tipo de quitosana empregada na síntese de criogéis 

monolíticos, utilizou-se a quitosana de baixa massa molecular (CSLM). De acordo com o 

fornecedor (Sigma-Aldrich), a CSLM possui grau de desacetilação entre 75 e 85%, além 

de massa molecular variável de 50 a 190 kDa e viscosidade de 20 a 300 cP (1% m/v 

quitosana em 1% v/v ácido acético). 
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O procedimento empregado para a síntese está descrito no tópico 3.2.2 e as 

composições de AGE e GA utilizadas estão apresentadas na Tabela 2. Os criogéis 

contendo poliacrilamida e quitosana foram sintetizados por 4 rotas diferentes: a) sem 

GA e sem AGE; b) com apenas GA (10, 20 e 40 μL); c) com apenas AGE (200 e 300 

μL) e d) com a adição de ambos os reagentes simultaneamente, variando-se o volume de 

AGE (200 e 300 μL) enquanto que o volume de GA foi fixado em 20 μL. 

Primeiramente, o criogel sem GA e sem AGE foi preparado, o qual foi 

denominado PAAm-CSLM (Figura 20). Esse criogel foi visualmente caracterizado como 

homogêneo, permeável por gravidade, esponjoso, branco e capaz de retornar 

rapidamente à sua forma original quando comprimido e sequencialmente submerso em 

água. Quando comparado ao criogel sintetizado com a solução de CS, o criogel de 

PAAm-CSLM foi considerado mais resistente à compressão manual. Além disso, o 

criogel foi capaz de suportar vazões de até 6,0 mL min-1 (velocidade superficial de 458 

cm h-1) em cromatógrafo de baixa pressão. 

 

Figura 20 - Criogel monolítico de poliacrilamida e quitosana de baixa massa molecular 

(PAAm-CSLM) 

Fonte: Autor (2021) 

 

Em seguida, criogéis com diferentes quantidades de GA (10, 20 ou 40 μL) em 

suas composições foram sintetizados. Os três tipos de criogéis obtidos foram 

caracterizados como homogêneos, permeáveis, esponjosos e amarelados (Figura 21). 

Esses aspectos foram também observados para os criogéis sintetizados por Yavaşer & 

Karagözler (2020) e Jain et al. (2015), os quais também continham cadeias de quitosana 

reticuladas com GA. Esse resultado indica que o tipo de solução de quitosana 

empregado tem influência nas características finais do criogel, visto que todos os 

criogéis de PAAm-CS-GA mostraram-se inadequados para uso como fase estacionária 

em cromatografia. 
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Fonte: Autor (2021) 

 

Diferenças macroscópicas não foram observadas entre os criogéis preparados 

com 10 e 20 μL de GA (Figura 21a e 21b), sendo estes resistentes à compressão manual 

e capazes de retornar rapidamente à sua forma original na presença de água. Enquanto 

que o criogel sintetizado com 40 μL de GA (Figura 21c) foi o mais quebradiço dentre 

eles, fragmentando-se com maior facilidade quando comprimidos manualmente. De 

acordo com Jain et al. (2015), criogéis de CS reticulada com GA são caracterizados 

como frágeis. Apesar disso, a presença de cadeias esponjosas de outros polímeros 

(como a PAAm) é capaz de superar o efeito da instabilidade mecânica e fragilidade 

proporcionado pela CS reticulada. Assim, a maior quantidade de GA pode ter 

contribuído para a formação de um criogel no qual as características das cadeias de 

quitosana são mais evidentes devido à um maior grau de reticulação. 

Testes de permeabilidade com os criogéis de PAAm-CSLM-GA(10) e PAAm-

CSLM-GA(20) mostraram que, apesar da reticulação das cadeias de quitosana, a 

estrutura continuou permeável a vazões de até 6,0 mL min-1 em cromatógrafo de baixa 

pressão, assim como o criogel de apenas PAAm-CSLM. 

 O efeito da presença de AGE na síntese do criogel foi, então, estudado com a 

adição de 200 ou 300 μL de AGE à mistura reacional.  De acordo com a observação dos 

criogéis obtidos, ambos foram considerados esponjosos, elásticos, brancos e 

homogêneos (Figura 22a e 22b), não havendo diferenças macroscópicas entre os 

criogéis preparados. Após ensaios de compressão manual, constatou-se que ambos 

suportaram a compressão realizada e foram capazes de retornar rapidamente à sua forma 

inicial sem o aparecimento de deformações macroscópicas permanentes. 

 

 

 

Figura 21 - Criogel monolítico de: a) PAAm-CSLM-GA(10); b) PAAm-CSLM-GA(20); 

e c) PAAm-CSLM-GA(40) 
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Fonte: Autor (2021) 

 

A permeabilidade dos criogéis foi testada e os resultados mostraram que os 

criogéis suportaram vazões de até 6,0 mL min-1 em cromatógrafo de baixa pressão, 

diferenciando-os dos criogéis de PAAm-CS-AGE, os quais foram permeáveis a vazões 

de até 3,0 mL min-1. Conclui-se que o tipo de solução de quitosana empregado na 

síntese pode influenciar na estrutura do material e em sua permeabilidade quando o 

AGE está presente 

Por último, preparou-se criogéis com a adição concomitante de GA e AGE. Com 

base nos resultados anteriores, manteve-se constante o volume de GA (20 μL) e 

utilizou-se volumes de AGE de 200 e 300 μL, e os criogéis foram denominados de 

PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(200) e PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(300). 

A escolha do volume de GA foi relacionada ao fato de que, dentre os criogéis 

sintetizados que continham GA, o volume de 40 μL mostrou-se inadequado devido a 

indícios de fragilidade e aspecto quebradiço. Enquanto que, como não foram observadas 

diferenças macroscópicas entre os criogéis sintetizados com 10 e 20 μL de GA, 

preferiu-se a composição de 20 μL, visto que é relatado que quantidades maiores de 

agentes de reticulação da quitosana resultam em um material com poros menores, 

consequentemente, o monolito possuiria maior área superficial disponível para a 

imobilização de ligantes e adsorção de solutos (MARTÍNEZ-MEJÍA et al., 2019; 

STEFANOV et al., 2017). 

A Figura 23 mostra os criogéis sintetizados nessa etapa. Eles foram 

caracterizados como homogêneos, brancos, elásticos, esponjosos e permeáveis por 

gravidade. 

 

Figura 22 - Criogel monolítico de: a) PAAm-CSLM-AGE(200);  e  b) PAAm-CSLM-

AGE(300) 
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Fonte: Autor (2021) 

 

Ensaios de permeabilidade em cromatógrafo de baixa pressão mostraram que os 

criogéis suportam vazões de até 6,0 mL min-1, característica compartilhada com todos 

os monolitos sintetizados com a solução de quitosana de baixa massa molecular. Além 

disso, os criogéis com ambos os reagentes foram considerados mecanicamente mais 

resistentes que os criogéis sintetizados com apenas AGE. Devido a essas características, 

eles foram selecionados para etapas posteriores. 

 

4.1.3. Estudo da variação da composição em criogéis sintetizados com solução de 

CSLM6 

Com o objetivo de verificar o efeito do pH da solução de quitosana durante a 

síntese, a solução de quitosana de baixa massa molecular foi preparada e o valor de seu 

pH foi ajustado para 5 ~ 6. Esse teste foi realizado com base no trabalho de Dragan et 

al. (2012), o qual relata que o aumento do pH da solução de quitosana impacta 

positivamente nas características mecânicas, morfológicas e químicas do criogel de 

poliacrilamida e quitosana. 

Seguindo o procedimento do tópico 3.2.2, foram sintetizados três criogéis 

distintos utilizando a solução de CSLM6, os quais são mostrados pela Figura 24. 

  
Fonte: Autor (2021) 

a) b)

a) b) c)

Figura 23 - Criogel monolítico de: a) PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(200); e b) PAAm-

CSLM-GA(20)-AGE(300) 

Figura 24 - Criogel monolítico de: a) PAAm-CSLM6; b) PAAm-CSLM6-GA(20); e 

c) PAAm-CSLM6-AGE(200) 



84 

 

Os criogéis de composições PAAm-CSLM6 e PAAm-CSLM6-GA(20) foram 

caracterizados como homogêneos, rígidos, quebradiços, não esponjosos e fragmentaram 

quando comprimidos manualmente. O criogel de PAAm-CSLM6-AGE(200) foi incapaz 

de retornar à sua forma original após contato com água, além de ser flácido e 

heterogêneo. Devido às características observadas, todas as composições foram 

consideradas inadequadas para a aplicação como fase estacionária em cromatografia.  

As distinções entre as características dos criogéis preparados neste trabalho e por 

Dragan et al. (2012) podem estar relacionadas a diferenças em materiais e 

procedimentos utilizados durante a síntese, os quais afetam intensamente as 

características físicas de criogéis monolíticos, como a concentração inicial de 

monômeros e quitosana, temperatura e tempo de congelamento e concentração de 

iniciador e catalisador (LOZINSKY; ZUBOV; TITOVA, 1997; ERTÜRK; 

MATTIASSON, 2014). Dessa forma, os criogéis sintetizados com a solução de 

quitosana com um valor de pH entre 5 e 6 não foram utilizados em experimentos 

posteriores. 

 

4.2. IMOBILIZAÇÃO DO AGENTE QUELANTE IDA E QUANTIFICAÇÃO DE 

Cu2+ E Ni2+ QUELATADOS PELOS CRIOGÉIS 

O IDA foi covalentemente imobilizado à matriz sólida por meio da reação entre 

sua amina secundária e os grupos epóxi na estrutura do monolito, disponibilizados pelo 

AGE, originando um grupo álcool secundário e um grupo amino terciário (Figura 25). A 

reação de abertura do anel é facilitada sob condições básicas. Especificamente sobre a 

reação com ligantes que possuem grupo amino, é necessário que o valor de pH do meio 

esteja entre 9 e 11 (HERMANSON, 2008). 

  
Fonte: Autor (2021) 

Figura 25 - Reação entre os grupos epóxi do AGE e o IDA em meio básico 
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Os monolitos selecionados por possuírem as melhores características visuais 

passaram pelo processo de imobilização do agente quelante IDA, conforme o tópico 

3.2.2.3.  

Após a imobilização, os criogéis contendo IDA foram descritos como opacos, 

elásticos, homogêneos e esponjosos, sendo facilmente comprimidos e capazes de 

retornar rapidamente à sua forma original após contato com água. Observou-se que o 

acoplamento do ligante à estrutura dos monolitos não impactou em suas características 

macroscópicas. 

Com o intuito de medir a densidade de ligantes imobilizados e a capacidade de 

formação de ligações de coordenação com íons metálicos de transição (Cu2+ e Ni2+), 

soluções de sulfato de Cu2+ ou Ni2+ foram alimentadas à coluna cromatográfica, até a 

saturação do criogel, seguindo o procedimento descrito no tópico 3.2.3 na seção de 

materiais e métodos. 

As cadeias de quitosana são reportadas na literatura por possuírem sítios de 

coordenação para íons metálicos devido à presença de grupos amino e hidroxila, sendo 

capazes de adsorver cátions de modo eficiente pelo par de elétrons livres presente no 

átomo de nitrogênio de seu grupo amino (MONTEIRO; AIROLDI, 1998; WU; TSENG; 

JUANG, 2001). Além disso, também é relatada a possibilidade de formação de 

complexos entre as cadeias laterais da poliacrilamida e íons metálicos (SOWWAN et 

al., 2011; DINÇER; MUSTAFAEV; BAYÜLKEN, 1997). Dessa forma, para se 

determinar se a estrutura polimérica dos criogéis monolíticos contendo quitosana seria 

capaz de adsorver íons metálicos em sítios de interação além dos proporcionados pelo 

IDA, os criogéis de PAAm-CS e PAAm-CSLM-GA(20) foram utilizados como padrões. 

A Tabela 3 mostra o resultado da quantificação de íons Cu2+ e Ni2+ (μmol do íon 

metálico/g de criogel seco) eluídos dos criogéis com IDA imobilizado, dos criogéis 

controle e a diferença entre os valores obtidos, a qual indica a quantidade de íons 

metálicos que formaram quelatos com o IDA. 
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Tabela 3 - Quantificação de íons a) Cu2+ e b) Ni2+ eluídos de diferentes criogéis 

monolíticos de poliacrilamida e quitosana com IDA imobilizado, do respectivo criogel 

controle e a diferença da quantidade de íons Cu2+ e Ni2+ quelatados pelo IDA, em 

termos de massa de criogel seco e volume de criogel úmido. 

a) Cu2+ 

 

b) Ni2+ 

 

Fonte: Autor (2021) 

 

De acordo com os resultados obtidos, todos os criogéis sem IDA (controle) 

interagiram com os íons Cu2+ e Ni2+ nas condições estudadas. A quantidade de íons 

metálicos quelatados pelo IDA foi dependente da quantidade de AGE empregada 

durante a síntese, da presença de GA e do tipo de íon metálico utilizado.  

O aumento da concentração de AGE, de 2 para 3% v/v (aumento de 50% no 

volume de AGE), proporcionou um acréscimo de aproximadamente 20% da capacidade 

de quelação dos íons Cu2+ e Ni2+. Como a capacidade de adsorção de íons metálicos não 

cresceu na mesma proporção do aumento do volume de AGE adicionado durante a 

síntese, foi preferível utilizar as composições de criogel com 200 μL de AGE. 

Comparando a quantidade de íons metálicos que interagiram com a matriz nos 

criogéis padrão, percebe-se que os criogéis com GA interagiram menos com os íons 

metálicos. Uma provável causa para esse fato é o bloqueio dos grupos amino da 

quitosana quando a reticulação com GA é realizada, indisponibilizando o par de elétrons 

PAAm-CS-AGE(200)-IDA
a 285,89 ± 13,10 10,10 ± 0,06 275,79 ± 13,16 15,47 ± 0,74

PAAm-CS-AGE(300)-IDA
a 340,46 ± 9,45 10,10 ± 0,06 330,36 ± 9,51 18,53 ± 0,53

PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(200)-IDA
b 476,86 ± 17,54 4,20 ± 0,63 472,66 ± 16,90 27,81 ± 0,99

PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(300)-IDA
b 526,20 ± 6,26 4,20 ± 0,63 522,00 ± 6,89 30,71 ± 0,41

Criogel
Cu

2+ 
(μmol Cu

2+
/g de criogel seco)

Cu
2+

 (μmol 

Cu
2+

/mL 

criogel)Total Controle IDA

PAAm-CS-AGE(200)-IDA
a 38,50 ± 0,18 4,49 ± 0,27 33,99 ± 0,36 1,91 ± 0,02

PAAm-CS-AGE(300)-IDA
a 44,68 ± 1,90 4,49 ± 0,27 40,17 ± 1,78 2,25 ± 0,10

PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(200)-IDA
b 35,75 ± 0,74 2,01 ± 0,20 33,71 ± 0,45 1,98 ± 0,03

PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(300)-IDA
b 43,91 ± 1,30 2,01 ± 0,20 41,87 ± 0,57 2,46 ± 0,03

Controle: a: Criogel de PAAm-CS; b: Criogel de PAAm-CS-GA(20)

Criogel
Ni

2+ 
(μmol Ni

2+
/g de criogel seco)

Ni
2+

 (μmol 

Ni
2+

/mL de 

criogel)Total Controle IDA
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livre do nitrogênio para a realização de ligações de coordenação com os íons Cu2+ e 

Ni2+.  

Apesar disso, a quantidade de íons metálicos que interagiram com os criogéis 

controle é pequena em comparação com a quantidade quelatada pelo IDA. 

Possivelmente isso ocorreu devido às cadeias de quitosana estarem parcialmente 

protonadas nas condições de quelação dos íons Cu2+ e Ni2+, visto que as soluções de 

sulfato de Cu2+ e Ni2+ são levemente ácidas. Ademais, a carga positiva das cadeias de 

quitosana protonada também causaria repulsão dos cátions metálicos, diminuindo a 

adsorção dos mesmos pela matriz sólida (ANTHONSEN; SMIDSRØD, 1995). 

Simultaneamente, espera-se que a reticulação com GA interfira na estrutura 

microscópica do criogel, gerando poros menores e, consequentemente, disponibilizando 

uma área superficial maior para a imobilização do IDA, explicando os maiores valores 

de íons metálicos quelatados pelos criogéis sintetizados com GA. 

A quantidade de íons metálicos quelatada nos criogéis com IDA também foi 

dependente do íon metálico utilizado. É observado que mais íons Cu2+ foram quelatados 

pela matriz que íons Ni2+. De acordo com Irving & Williams (1953), a estabilidade de 

complexos de metais de transição bivalentes segue a ordem: Mn < Fe < Co < Ni < Cu > 

Zn, a qual é independente da natureza do agente quelante. Dessa forma, pode-se dizer 

que as diferenças notadas na Tabela 3 estão relacionadas à formação de complexos 

IDA-Cu2+ mais estáveis que complexos IDA-Ni2+. As constantes de estabilidade desses 

complexos são reportadas na literatura e possuem valores iguais a 10,52 

(NAKAGAWA; WADA; HAYAKAWA, 1975) e 8,26 (COOMBS; MARGERUM; 

NIGAM, 1970), ambos em escala logarítmica em base 10, para os complexos de IDA-

Cu2+ e IDA-Ni2+, respectivamente. Devido à alta estabilidade de complexos de 

coordenação contendo íons Cu2+ como átomo central e estequiometria 1:1 de íons Cu2+ 

e o agente quelante IDA, alguns autores determinam indiretamente a densidade de IDA 

imobilizado em matrizes sólidas por meio da quantificação de íons Cu2+ adsorvidos 

após a saturação da fase estacionária com solução de sulfato de cobre (ARVIDSSON et 

al., 2003).  

A respeito dos resultados encontrados para a quantificação de íons metálicos 

quelatados, trabalhos com criogéis monolíticos (ARVIDSSON et al., 2003; DAINIAK 

et al., 2005; DAINIAK et al., 2004; CHEEKS et al., 2009; BIBI et al., 2013) com IDA 
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covalentemente acoplado à matriz sólida obtiveram valores similares aos apresentados 

na Tabela 3. 

Arvidsson et al. (2003) imobilizaram IDA em criogel de PAAm-AGE para a 

utilização como fase estacionária em IMAC para purificação de enzimas e obtiveram o 

valor de densidade de ligante de 745 μmol de IDA/g de criogel seco (23,3 μmol de 

IDA/mL de criogel). Dainiak et al. (2005) utilizaram um criogel monolítico de PAAm-

AGE com IDA imobilizado para cromatografia celular, o criogel apresentou densidade 

de ligantes de apenas 2 μmol de IDA/mL de criogel. Em outro trabalho, Dainiak et al. 

(2004) imobilizaram IDA em criogéis de PAAm-AGE em forma de discos, obtendo 

uma densidade de ligantes igual a 22 μmol de IDA/mL de criogel, os quais foram 

utilizados para purificação de fragmentos de anticorpos a partir do sobrenadante de 

cultura celular de E. coli recombinante. Criogéis produzidos pela copolimerização de 

ácido metacrílico e glicidil metacrilato foram caracterizados por possuir 770 μmol de 

IDA/g de criogel seco após a imobilização do agente quelante por meio de grupos epóxi 

disponibilizados pelo glicidil metacrilato (BIBI et al., 2013). Cheeks et al. (2009) 

sintetizaram criogel de PAAm-AGE e imobilizaram IDA covalentemente à estrutura do 

material, a capacidade de quelação encontrada para o íon Cu2+ foi de 16,7 μmol de 

Cu2+/mL de criogel. 

De acordo com a literatura consultada, a densidade de ligantes/capacidade de 

quelação de íons metálicos dos criogéis preparados neste trabalho está na mesma ordem 

de grandeza que os valores obtidos por outros autores para criogéis com aplicação em 

IMAC, entretanto, os valores obtidos foram menores na maioria das comparações. Essa 

distinção pode ser explicada pela diferença de concentração de monômeros e condições 

de síntese, as quais podem impactar na estrutura e composição do criogel e, 

consequentemente, na disponibilidade de grupos ativáveis para a imobilização de 

ligantes. 

Dessa forma, a composição que se mostrou mais adequada para a utilização em 

ensaios subsequentes foi a do criogel de PAAm-CSLM-GA(20)-AGE(200)-IDA, visto 

que a adição de maior quantidade de AGE proporcionou resultados similares em termos 

de quelação de íons metálicos, e os criogéis sem GA em sua composição possuíram 

menor capacidade de quelação de íons metálicos e menor permeabilidade. O criogel 

selecionado foi denominado de PAAm-CS-GA-AGE-IDA e os criogéis controle 

utilizados em experimentos futuros foram chamados de PAAm-CS e PAAm-CS-GA. 
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4.3. CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

A estrutura macroporosa e interconectada, a qual é característica para criogéis 

monolíticos foi observada por análise de MEV e apresentados nas Figuras 26, 27 e 28, 

para os criogéis de PAAm-CS, PAAm-CS-GA e PAAm-CS-GA-AGE-IDA, 

respectivamente. 

Os criogéis de PAAm-CS (Figura 26) apresentaram macroporos interconectados 

e heterogêneos, o tamanho dos poros foi medido e variaram de 15 a 150 μm. Estruturas 

com essas mesmas características também foram observadas para os criogéis de PAAm-

CS-GA (Figura 27) e PAAm-CS-GA-AGE-IDA (Figura 28). Entretanto, o tamanho dos 

poros para esses criogéis foi menor, variando de 10 a 100 μm. Esse resultado pode ser 

explicado pela presença do agente de reticulação GA, o qual é reportado por ser capaz 

de reduzir o tamanho dos poros de hidrogéis contendo quitosana (MARTÍNEZ-MEJÍA 

et al., 2019). 
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Fonte: Autor (2021) 

 

 

 

 

 

a) b)

c) d)

e) f)

Figura 26 - Imagens obtidas por MEV do criogel PAAm-CS.  Superfície do criogel de 

PAAm-CS ampliada: a) 250 vezes; b) 1000 vezes; Seção transversal do criogel de 

PAAm-CS ampliada: c) 250 vezes; d) 1000 vezes; Seção longitudinal do criogel de 

PAAm-CS ampliada: e) 250 vezes; f) 1000 vezes 
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Fonte: Autor (2021) 

 

 

 

 

 

 

a) b)

c) d)

e) f)

Figura 27 - Imagens obtidas por MEV do criogel PAAm-CS-GA.  Superfície do criogel 

de PAAm-CS-GA ampliada: a) 250 vezes; b) 1000 vezes; Seção transversal do criogel 

de PAAm-CS-GA ampliada: c) 250 vezes; d) 1000 vezes; Seção longitudinal do criogel 

de PAAm-CS-GA ampliada: e) 250 vezes; f) 1000 vezes 
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Fonte: Autor (2021) 

 

O tamanho dos poros dos criogéis preparados são comparáveis aos resultados da 

literatura para criogéis constituídos de poliacrilamida e quitosana por diversos autores: 

Jain & Kumar (2009) obtiveram criogéis com poros que variam de 1 a 100 μm; Dragan 

et al. (2012) reportaram criogéis de poliacrilamida e quitosana com poros de tamanho 

médio de 67 ± 3 μm e, quando reticulado com ECH, o tamanho médio dos poros 

diminuiu para 34 ± 5 μm. Além disso, os autores analisaram como a massa molecular da 

a) b)

c) d)

e) f)

Figura 28 - Imagens obtidas por MEV do criogel PAAm-CS-GA-AGE-IDA.  

Superfície do criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA ampliada: a) 250 vezes; b) 1000 

vezes; Seção transversal do criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA ampliada: c) 250 

vezes; d) 1000 vezes; Seção longitudinal do criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA 

ampliada: e) 250 vezes; f) 1000 vezes 
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quitosana influencia na espessura das paredes do criogel, indicando que a espessura 

aumenta com a massa molecular. Yavaşer & Karagözler (2020) prepararam criogéis 

com diâmetros de poro variando de 200 a 300 μm, os quais foram maiores que o 

medidos para os criogéis sintetizados neste trabalho. 

As diferenças observadas entre os materiais pode ser explicada pelas diferentes 

concentrações de monômeros e agentes de reticulação empregados, além das condições 

de polimerização, como a temperatura e taxa de resfriamento, as quais afetam 

diretamente a cristalização e o tamanho dos cristais de solvente (LOZINSKY, 2002; 

LOZINSKY, 2008). 

Observa-se que, visando a aplicação do suporte sólido em IMAC, poros grandes 

são vantajosos devido à diminuição de efeitos difusivos e facilidade de acessibilidade 

das biomoléculas aos ligantes imobilizados nos poros do criogel. A análise por MEV 

mostrou que o uso do GA e do IDA não obstruiu os poros ou alterou intensamente a 

estrutura do monolito, sendo possível o emprego desses reagentes para a síntese de 

criogéis que visam a aplicação em ensaios cromatográficos. 

 

4.4. CARACTERIZAÇÕES FÍSICAS 

Os criogéis de PAAm-CS, PAAm-CS-GA e PAAm-CS-GA-AGE-IDA foram 

avaliados quanto a aspectos físicos. Primeiramente, foi determinada a capacidade de 

intumescimento de cada um deles por meio da Eq. 3.2. 

Os resultados são apresentados na Tabela 4 em conjunto com valores de 

absorção de água para os criogéis de poliacrilamida e quitosana descritos por Yavaşer & 

Karagözler (2020) e Jain & Kumar (2009), e criogéis de poliacrilamida e alginato 

reportados por Marcuz et al. (2021) e Fioravante (2021). A capacidade de 

intumescimento obtida para criogel de PAAm-CS foi igual a 20,08 ± 0,90 g de H2O/g de 

criogel seco e a maior dentre os criogéis sintetizados neste trabalho, o valor pode ser 

explicado pela falta de agentes de reticulação ou funcionalização e pelos poros maiores 

visualizados na análise por MEV. O criogel de PAAm-CS-GA apresentou menor 

capacidade de intumescimento, sendo igual a 14,31 ± 0,95 g de H2O/g de criogel seco, 

esse valor pode estar relacionado à presença do GA na estrutura do material, o qual 

reticula covalentemente as estruturas de quitosana pelos grupos amino. O criogel de 
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PAAm-CS-GA-AGE-IDA possuiu capacidade de intumescimento de 18,07 ± 0,15 g de 

H2O/g de criogel seco. Carvalho et al. (2014) relataram que a capacidade de 

intumescimento diminui com o aumento da quantidade de grupos epóxi na estrutura do 

criogel. Além disso, a presença do AGE em criogéis de poliacrilamida promove 

aumento da resistência do material, entretanto, a capacidade de intumescimento do 

material tende a diminuir (ARVIDSSON et al., 2003). Simultaneamente, ácidos 

carboxílicos, disponibilizados pelo IDA, possuem alta hidrofilicidade e podem ser 

responsáveis pela capacidade de intumescimento intermediária obtida (DRAGAN et al., 

2012). 

 

Tabela 4 - Capacidade de intumescimento de criogéis de poliacrilamida e quitosana ou 

poliacrilamida e alginato derivatizados. 

 
Fonte: Autor (2021) 

Neste trabalho, a capacidade de intumescimento é da mesma ordem de grandeza 

que criogéis reportados na literatura. As diferenças podem estar relacionadas à natureza 

e concentração de reagentes, razão entre monômeros, presença de agentes de reticulação 

e temperatura de congelamento (PLIEVA et al., 2004; PLIEVA et al., 2006). 

A porosidade dos criogéis foi estimada por meio do uso da Eq. 3.3. Os valores 

obtidos foram de (73,0 ± 0,4)%, (71,0 ± 1,1)% e (71,6 ± 2,9)% para os criogéis de 

PAAm-CS, PAAm-CS-GA e PAAm-CS-GA-AGE-IDA, respectivamente. Os valores 

obtidos são próximos a valores da literatura: Jain & Kumar (2009) reportaram a síntese 

de criogel de PAAm-CS com porosidade de aproximada de 89%. Marcuz et al. (2021) 

sintetizaram criogéis de PAAm-Alg-AGE-P-Tyr e PAAm-Alg-ECH-P-Tyr com 

porosidades aproximadas de 82,7 e 88,5%, respectivamente. Carvalho et al. (2014) 

Criogel Referência

PAAm-CS Este trabalho

PAAm-CS-GA Este trabalho

PAAm-CS-GA-AGE-IDA Este trabalho

PAAm-CS-GA Yavaşer & Karagözler (2020)

PAAm-CS Jain & Kumar (2009)

PAAm-Alg
a
-AGE-IDA Fioravante (2021)

PAAm-Alg-AGE-P-Tyr
b Marcuz et al . (2021)

a: Alginato; b: Orto-fosfo-tirosina

Capacidade de 

intumescimento 

(gH2O/g criogel seco)

19,08

16,89 ± 0,87

14,29 ± 0,06

20,08 ± 0,90
14,31 ± 0,95

18,07 ± 0,15

10,3 ± 1,35
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prepararam criogéis de PAAm com diferentes razões entre AAm e MBAm e estimaram 

porosidades de 71,2 a 88,3% para os monolitos. Mourão et al. (2019) apresentaram 

criogéis de PAAm-Alg com porosidade de 77%.  De acordo com a literatura, os valores 

estimados neste trabalho são característicos para os criogéis monolíticos com 

porosidade mediana, proporcionando fluxo desimpedido para líquidos viscosos em 

ensaios cromatográficos para a purificação e separação de biomoléculas. 

A capacidade do criogel de se ligar à água presente no ar foi quantificada para os 

criogéis de PAAm-CS, PAAm-CS-GA e PAAm-CS-GA-AGE-IDA, e os valores 

calculados foram de 18,2 ± 0,9 mg H2O/ g criogel seco, 10,6 ± 0,8 mg H2O/ g criogel 

seco e 10,4 ± 0,6 mg H2O/ g criogel seco. Por meio dos resultados de molhabilidade, foi 

possível determinar as composições mássicas dos criogéis úmidos, as quais estão 

apresentadas pela Figura 29. 

 

Figura 29 - Composição mássica do criogel úmido de PAAm-CS, PAAm-CS-GA e 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA, em percentagem 

  
Fonte: Autor (2021) 

 

 Os valores obtidos para os três criogéis são comparáveis aos que são descritos na 

literatura por Plieva et al. (2004); Mourão et al. (2019) e Marcuz et al. (2021) para 

criogéis de PAAm, PAAm-Alg e PAAm-Alg-AGE.  Plieva et al. (2004) reportaram que 

88%, 6 – 7% e 5 – 6% da massa do criogel úmido de PAAm-AGE correspondem a água 

78,9
83,8 85,2

10,0
5,9 6,5

4,2 4,0 3,0
6,9 6,3 5,3

PAAm-CS PAAm-CS-GA PAAm-CS-GA-AGE-IDA

Polímero seco Água ligada ao polímero

Água nos poros menores Água removida por compressão



96 

 

em poros maiores, à água nos poros menores e à água ligada ao polímero, 

respectivamente. Marcuz (2019) obteve criogéis de PAAm-Alg-AGE, no qual 69% da 

massa representava água removida por compressão, 18% da massa correspondia a água 

nos poros menores, 7% da massa é a de água ligada ao polímero e 6% da massa total é 

atribuída ao material seco. Enquanto que Fioravante (2021) sintetizou criogel de 

PAAm-Alg-AGE-IDA e determinou que, quando úmido, 67% da massa do monolito é 

água removida por compressão, 18% é a água em poros menores, 9% da massa é a água 

ligada ao polímero e 6% é a massa de polímero seco. 

 

4.4.1. Rendimento de monômeros em criogel de PAAm-CS-GA-AGE 

 Criogéis recém-preparados de PAAm-CS-GA-AGE foram secos e pesados para 

a determinação do rendimento em relação aos monômeros utilizados durante a síntese 

por meio da Eq. 3.7. Considerando a massa de CS, AAm, MBAm, GA e AGE utilizados 

durante a síntese deveriam ser obtidos 0,844 g de criogel seco, caso o rendimento fosse 

de 100%. Entretanto, o rendimento de monômeros calculado foi de 58,06%, esse 

resultado pode ser explicado pelos reagentes e monômeros não terem sido totalmente 

incorporados à estrutura do monolito. No caso do AGE, a água de lavagem dos criogéis 

recém-sintetizados apresentava cheiro característico deste reagente, indicando a sua 

introdução parcial à estrutura dos criogéis 

 Dinu et al. (2018) reportam que criogéis compostos por 15% m/m de AAm e 2% 

m/m de CS possuíram maior rendimento de monômeros, chegando próximo a 90%. 

Dragan et al. (2012) chegaram em 95% de rendimento em criogéis de PAAm e 

discutem que razões maiores entre MBAm e AAm causam diminuição no rendimento 

de monômeros. Além disso, o trabalho relata diminuição no rendimento monomérico 

quando a CS também é adicionada à mistura reacional e, com isso, os autores realizaram 

a titulação da água de lavagem com polieletrólitos para a determinação da quantidade de 

CS não fixada ao criogel, indicando que diminuições de rendimento também podem ser 

ocasionadas devido à CS removida durante a etapa de lavagem. 
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4.4.2. Degradação in vitro de criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA 

 As características relacionadas à degradação do criogel de PAAm-CS-GA-AGE-

IDA foram determinadas conforme o procedimento descrito em 3.2.8.5 na seção de 

materiais e métodos. Com o objetivo de verificar se o criogel se degradaria em 

condições de armazenamento, a sua massa foi pesada semanalmente. Os resultados são 

apresentados pela Figura 30. 

  
Fonte: Autor (2021) 

 

 De acordo com o gráfico da Figura 30, a massa das amostras de criogéis 

continuou estável durante as 6 semanas analisadas. Ademais, não foram observadas 

fragmentações ou desprendimentos de pedaços do criogel nos tubos Eppendorf com as 

amostras. Possivelmente, a baixa degradabilidade do material é explicada pela 

reticulação das redes poliméricas de PAAm e CS, gerando cadeias interpenetrantes que 

se mantém conectadas entre si. 

 Guven et al. (2020) e Kathuria et al. (2008) reportaram que criogéis com grupos 

facilmente hidrolisáveis são os mais propensos a serem degradados. Além disso, os 

autores observaram que a taxa de degradação diminui com a diminuição de grupos 

hidrolisáveis disponíveis em criogéis de CS e gelatina e em criogéis de poli(amido 

aminas). Apesar dos criogéis sintetizados previamente serem empregados em cultivo de 

células, a produção de monolitos estáveis em condições ambientes e em solução aquosa 

também é vantajoso para aplicações cromatográficas, as quais necessitam de materiais 

com alta estabilidade química e mecânica para o uso em vários ciclos de adsorção de 

dessorção (BAKHSHPOUR et al., 2019). 
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Figura 30 - Estudo da degradação in vitro do criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA em 

PBS a temperatura ambiente 
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4.4.3. Determinação do ponto de carga zero do criogel 

 Com o objetivo de se determinar a densidade superficial de cargas no criogel em 

função do pH, foi realizado o procedimento descrito no tópico 3.2.8.7. O método é 

baseado nas reações ácido-base que ocorrem entre os grupos funcionais na superfície do 

material e os íons OH- e H3O
+ em solução. As curvas de titulação obtidas para os 

criogéis de PAAm-CS-GA-AGE-IDA, PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+ e PAAm-CS-

GA-AGE-IDA-Ni2+ estão expostas nas Figuras 31a, 31b e 31c, respectivamente. Os 

pontos de carga zero estão na Tabela 5.  

Fonte: Autor (2021) 

 

Tabela 5 - Valores de ponto de carga zero dos criogéis de PAAm-CS-GA-AGE-IDA, 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+ e PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ 

 

Fonte: Autor (2021) 
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Criogel Ponto de carga nula

PAAm-CS-GA-AGE-IDA 6,58

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu
2+ 6,22

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni
2+ 6,35

Figura 31 - Curvas de titulação dos criogéis: a) PAAm-CS-GA-AGE-IDA; b) PAAm-

CS-GA-AGE-IDA-Cu2+; e c) PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ 
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De acordo com os resultados obtidos, o ponto no qual a densidade de cargas é 

nula para os criogéis foi alterado na presença dos íons metálicos Cu2+ e Ni2+. Apesar 

disso, todos os três monolitos encontram-se negativamente carregados em pH neutro. 

Os valores obtidos podem estar relacionados à presença de grupos amino e ácido 

carboxílico, gerando um material anfotérico. 

Dragan et al. (2017) determinaram o ponto de carga zero para criogéis de CS e 

poli(vinil amina) com e sem Cr6+ imobilizado e chegaram no resultado de 5,5 e 4,9, 

respectivamente, sendo esses valores menores que os determinados para os criogéis de 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA. Akilbekova et al. (2018) obtiveram criogéis de CS e 

dialdeído dextrana (DDA) com ponto de carga nula próximo à neutralidade. Os autores 

discutem que a concentração de quitosana no criogel influencia diretamente no ponto 

isoelétrico do material.  

 

4.5. ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS COM hIgG PRÉ-PURIFICADA 

Com a finalidade de avaliar a capacidade de adsorção de hIgG pré-purificada 

(Sigma-Aldrich) no criogel de PAAm-CS-GA (controle) e no criogel de PAAm-CS-

GA-AGE-IDA com e sem íons metálicos imobilizados, experimentos cromatográficos 

em diferentes condições tamponantes foram realizados conforme o tópico 3.2.4 da seção 

de materiais e métodos. Os balanços de massa da adsorção da hIgG encontram-se no 

Apêndice A. 

 

4.5.1. Adsorção de hIgG em criogel de PAAm-CS-GA 

A adsorção de hIgG no criogel controle foi avaliada em quatro condições 

tamponantes: MOPS, fosfato de sódio (NaP) e Tris-HCl a pH 7,0, e MES a pH 5,5. O 

uso desses tampões é comum em cromatografia de afinidade para a purificação de hIgG 

(VANÇAN; MIRANDA; BUENO, 2002; PAVAN et al., 2017; MARCUZ et al., 2021). 

A molaridade das soluções tampão foi mantida em 25 mmol L-1, sendo possível avaliar 

o efeito da natureza do tampão e do pH na adsorção de hIgG pelo monolito.  

A Tabela 6 mostra as quantidades de hIgG adsorvidas pelo criogel de PAAm-

CS-GA nos sistemas tamponantes indicados. A proteína foi eluída com o respectivo 

tampão de adsorção acrescido de 1,0 mol L-1 de NaCl. 
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Tabela 6 – hIgG pré-purificada adsorvida em criogel de PAAm-CS-GA nos tampões 

MOPS, NaP e Tris-HCl a pH 7,0 e tampão MES a pH 5,5. Volume do leito: 3,0 mL. 

Injeção: aproximadamente 2 mg de hIgG em 1,0 mL do tampão de adsorção. 

  
a: massa de hIgG adsorvida dividida pela massa de hIgG alimentada x 100 

Fonte: Autor (2021) 

 

 A matriz adsorveu, no máximo, 0,12 mg de hIgG quando o tampão MES a pH 

5,5 foi utilizado, seguido de 0,08 mg adsorvidos ao utilizar MOPS a pH 7,0. Enquanto 

que 0,01 e 0,02 mg de hIgG foram adsorvidos quando o tampão empregado foi Tris-

HCl e NaP, respectivamente. Especificamente sobre a condição avaliada com o tampão 

MES a pH 5,5, a CS encontra-se majoritariamente protonada em seus grupos amino, 

sendo uma possível explicação para a maior quantidade de hIgG adsorvida dentre as 

condições estudadas. Além disso, percebe-se que os tampões com carga líquida neutra 

proporcionaram maior adsorção de hIgG no criogel, provavelmente devido à natureza 

física das interações entre hIgG e a matriz sólida, pois os grupos funcionais presentes no 

criogel e nos resíduos de aminoácidos da hIgG não estão solvatados pelas moléculas do 

tampão, possibilitando maior aproximação e interação. 

Observa-se, porém, que a percentagem de hIgG adsorvida foi pequena para 

todos os tampões, indicando que adsorções não específicas pela matriz de PAAm-CS-

GA são desprezíveis nas condições estudadas, o que é desejável para ensaios 

cromatográficos. 

 

4.5.2. Adsorção de hIgG em criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA 

A capacidade do criogel com o ligante IDA imobilizado (livre de íon metálico) 

foi avaliada, sendo esperado que a fase estacionária se comporte como trocador de 

cátions em condições próximas ao pH neutro, visto que as constantes de dissociação dos 

%
a

MOPS 7,0 0,08 ± 0,00 4,18 0,45

NaP 7,0 0,02 ± 0,00 0,88 0,11

Tris-HCl 7,0 0,01 ± 0,00 0,43 0,06

MES 5,5 0,12 ± 0,01 5,60 0,68

mg hIgG/g de 

criogel seco

hIgG adsorvida

Massa (mg)
pHTampão
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prótons dos grupos carboxílicos do IDA possuem valores de 1,73 e 2,73 em IDA 

imobilizado covalentemente em matrizes sólidas (LUO et al., 2001; BRESOLIN; 

BRESOLIN; BUENO, 2020).  

A Tabela 7 apresenta as quantidades de hIgG adsorvida em criogel de PAAm-

CS-GA-AGE-IDA em diferentes tampões e valores de pH. A proteína foi eluída com o 

respectivo tampão de adsorção acrescido de 1,0 mol L-1 de NaCl. 

 

Tabela 7 - hIgG pré-purificada adsorvida em criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA nos 

tampões MOPS, NaP e Tris-HCl a pH 7,0, tampão MOPS a pH 6,5 e tampão MES a pH 

5,5. Volume do leito: 3,0 mL. Injeção: aproximadamente 2 mg de hIgG em 1,0 mL do 

tampão de adsorção. 

  
a: massa de hIgG adsorvida dividida pela massa de hIgG alimentada x 100 

Fonte: Autor (2021) 

 

De acordo com os resultados apresentados, moléculas de IDA imobilizadas na 

estrutura do criogel possibilitaram a adsorção de hIgG pela matriz em todas as 

condições estudadas.  

A pH 7,0, o criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA encontra-se negativamente 

carregado. A hIgG utilizada nos experimentos é policlonal e possui uma faixa ampla de 

ponto isoelétrico (pI) (PRIN et al., 1995). Distintos pIs podem justificar a adsorção 

intermediária de 61,53 e 47,49% da hIgG alimentada no monolito quando os tampões 

MOPS e Tris-HCl foram utilizados, respectivamente, visto que parte das moléculas de 

hIgG estão negativamente carregadas, sendo repelidas pela matriz. Enquanto que apenas 

10,05% da hIgG foi adsorvida pelo monolito quando o tampão NaP (negativamente 

carregado) foi empregado, possivelmente indicando a solvatação das moléculas de hIgG 

positivamente carregadas e, consequentemente, reduzindo a sua aproximação aos 

grupos carboxílicos desprontonados do IDA. 

Em tampão MOPS a pH 6,5 e em MES a pH 5,5, 92,08 e 103,48% da hIgG foi 

adsorvida, respectivamente, sendo esses valores maiores que os obtidos a pH 7,0. Isso 

%
a

MOPS 7,0 1,37 ± 0,01 61,53 7,76

NaP 7,0 0,26 ± 0,03 10,05 1,47

Tris-HCl 7,0 0,87 ± 0,02 47,79 4,93

MOPS 6,5 2,56 ± 0,25 92,08 14,50

MES 5,5 1,90 ± 0,07 103,48 10,76

mg hIgG/g de 

criogel seco
Tampão pH

hIgG adsorvida

Massa (mg)
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pode ser explicado pelos tampões serem zwitteriônicos, pelos diferentes pIs da hIgG e 

pela carga superficial total do monolito nas condições de pH avaliadas, as quais 

favoreceram a adsorção desta proteína. 

Matrizes sólidas com IDA imobilizado foram estudadas em cromatografia de 

troca iônica por diversos autores: El Rassi & Horváth (1986) avaliaram o potencial do 

IDA covalentemente imobilizado em sílica em reter aminoácidos e proteínas em 

diferentes valores de pH e chegaram em resultados comparáveis a suportes com íons 

metálicos quelatados pelo IDA. Luo et al. (2001) sintetizaram monolitos macroporosos 

de poli(glicidil metacrilato-co-etileno dimetacrilato) com IDA e observaram que a 

separação e retenção de proteínas pela matriz é dependente dos pIs e do pH do meio. 

Bresolin, Bresolin & Bueno (2020) utilizaram membranas de poli(etileno vinil álcool) 

com IDA imobilizado para a avaliação da adsorção de anticorpos monoclonais e 

obtiveram valor de pureza de 94,2%. Fan et al. (2021) produziram membranas de 

poli(tereflato de butileno) (PBT) modificadas com poli(glicidil metacrilato) e IDA com 

o intuito de estudar a adsorção de hIgG, os autores reportaram valores altos de pureza e 

capacidade dinâmica de adsorção para este material, os quais eram dependentes da 

densidade superficial de grupos ácido carboxílico. 

 

4.5.3. Adsorção de hIgG em criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Me2+ 

4.5.3.1. PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+ 

Para a análise de adsorção de hIgG no criogel com íons metálicos imobilizados, 

solução de sulfato de cobre foi percolada no criogel até a saturação para a formação de 

complexos de coordenação IDA-Cu2+. 

Conforme o tópico 3.2.4.2, foram testados os tampões de adsorção MOPS, NaP 

e Tris-HCl a pH 7,0, e MOPS a pH 6,5 acrescidos ou não de NaCl (100 mmol L-1) e/ou 

imidazol (2 mmol L-1). O tampão de eluição consistiu de acetato de sódio a pH 4,0 ou 

do respectivo tampão de adsorção acrescido de imidazol (100 mmol L-1). A regeneração 

foi feita com solução de EDTA a pH 7,0. 

A Figura 32 mostra as quantidades de hIgG (%) obtidas em cada etapa 

cromatográfica nas condições testadas com tampão MOPS a pH 7,0. 
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Figura 32 – Quantidade de hIgG (%) obtida nas etapas cromatográficas em coluna de 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Injeção: aproximadamente 2 mg de hIgG em 1,0 mL 

de tampão de adsorção. Volume do leito: 3,0 mL. Legenda: Lavagem: ●; Eluição: ○; 

Regeneração: ●. Tampão: 1 – Adsorção: MOPS pH 7,0; Eluição: acetato de sódio pH 

4,0; 2 - Adsorção: MOPS pH 7,0 + NaCl; Eluição: acetato de sódio pH 4,0 + NaCl; 3 - 

Adsorção: MOPS pH 7,0 + imidazol; Eluição: MOPS pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-

1); 4 – Adsorção: MOPS pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluição: MOPS pH 7,0 + imidazol 

(100 mmol L-1) + NaCl; 5 - Adsorção: MOPS pH 7,0 + NaCl; Eluição: MOPS pH 7,0 + 

imidazol (100 mmol L-1) + NaCl. 

  
Fonte: Autor (2021) 

 

Na condição 1, percebe-se que cerca de 90% da hIgG é removida da coluna 

apenas na etapa de regeneração com EDTA em conjunto com os íons Cu2+, indicando 

que a diminuição de pH com o tampão acetato não foi suficiente para que a hIgG fosse 

dessorvida da matriz. Com o intuito de reduzir as interações iônicas entre a matriz e a 

hIgG, NaCl foi adicionado nas etapas cromatográficas da condição 2 (PRASANNA; 

VIJAYALAKSHMI, 2010). Os resultados mostraram que mais hIgG foi removida 

durante a etapa de lavagem em comparação com os resultados da condição 1. 

Entretanto, em torno de 90% da hIgG continuou sendo coletada apenas na etapa de 

regeneração com EDTA mesmo em condições com maior força iônica. 

O agente competitivo imidazol foi utilizado para a eluição de hIgG na condição 

3. O imidazol livre é capaz de interagir com os sítios de ligação dos íons metálicos 

quelatados, removendo as proteínas adsorvidas e promovendo a eluição. Isso foi 

corroborado com o resultado da condição 3, no qual 61,66% da hIgG foi eluída da 

coluna, e apenas 22,72% foram dessorvidas na etapa de regeneração com EDTA. O 
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ensaio da condição 4 foi realizado para verificar o efeito combinado da presença de 

NaCl e imidazol no tampão de adsorção. Foi observada uma possível intensificação dos 

efeitos de bloqueio de interações eletrostáticas e de competição por sítios de interação 

do Cu2+, visto que 75,57% da hIgG não foi adsorvida no monolito. 

Na condição 5, 91,16% da hIgG foi removida da coluna na etapa de eluição com 

NaCl e imidazol, mostrando-se a mais promissora. O imidazol não foi adicionado ao 

tampão de adsorção nesta etapa devido aos resultados observados na condição 4. 

Com base nos resultados obtidos anteriormente, ensaios com o tampão MOPS a 

pH 6,5 foram realizados. Os resultados são apresentados pela Figura 33. 

 

Figura 33 - Quantidade de hIgG (%) obtida nas etapas cromatográficas em coluna de 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Injeção: aproximadamente 2 mg de hIgG em 1,0 mL 

de tampão de adsorção. Volume do leito: 3,0 mL. Legenda: Lavagem: ●; Eluição: ○; 

Regeneração: ●. Tampão: 1 – Adsorção: MOPS pH 6,5; Eluição: acetato de sódio pH 

4,0; 2 - Adsorção: MOPS pH 6,5 + imidazol; Eluição: MOPS pH 6,5 + imidazol 

(100 mmol L-1). 

  
Fonte: Autor (2021) 

 

Na condição 1, 4,89 e 93,91% da hIgG foram removidas da coluna nas etapas de 

eluição e regeneração, respectivamente, indicando que a diminuição do pH com tampão 

acetato de sódio continuou ineficiente para dessorção de hIgG. Enquanto que na 

condição 2, a qual utiliza imidazol para a eluição da proteína, 85,71% da hIgG foi 

eluída, sendo este valor maior que a percentagem eluída nas mesmas condições, porém 

a pH 7,0. De acordo com Prasanna & Vijayalakshmi (2010), o valor de pH do sistema 

tamponante influencia em diversas propriedades, como na nucleofilicidade dos 
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componentes do tampão, na capacidade de doar/receber elétrons das proteínas e na 

estabilidade dos complexos metálicos. Conclui-se que a combinação desses fatores é 

responsável pelos resultados obtidos. 

Para os tampões NaP e Tris-HCl, os quais são negativamente e positivamente 

carregados a pH 7,0, respectivamente, as Figuras 34a e 34b expõem os resultados de 

adsorção de hIgG no criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+ nesses dois sistemas 

tamponantes. 

 

Figura 34 - Quantidade de hIgG (%) obtida nas etapas cromatográficas em coluna de 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+ em tampão: a) NaP e b) Tris-HCl a pH 7,0. Injeção: 

aproximadamente 2 mg de hIgG em 1,0 mL de tampão de adsorção. Volume do leito: 

3,0 mL. Legenda: Lavagem: ●; Eluição: ○; Regeneração: ●. Tampão: 1 – Adsorção: 

NaP ou Tris-HCl pH 7,0; Eluição: acetato de sódio pH 4,0; 2 - Adsorção: NaP ou Tris-

HCl pH 7,0 + imidazol; Eluição: NaP ou Tris-HCl pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1); 

3 - Adsorção: NaP ou Tris-HCl pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluição: NaP ou Tris-HCl 

pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1) + NaCl. 

 
Fonte: Autor (2021) 

 

 Para ambos os tampões, a condição de eluição com tampão acetato de sódio a 

pH 4,0 (condição 1) foi capaz de remover apenas 2,98 e 3,49% da hIgG alimentada na 

coluna nos tampões NaP e Tris-HCl a pH 7,0 na etapa de eluição, respectivamente 

sendo a maior parte dessorvida apenas na etapa de regeneração. Esse resultado também 

foi observado para os tampões MOPS a pH 7,0 e 6,5, indicando que independentemente 

do pH e da natureza do tampão, o abaixamento do pH com tampão acetato de sódio não 

é suficiente para eluir a hIgG adsorvida pelos complexos IDA-Cu2+. A condição 2, a 

qual avalia o acréscimo de imidazol para a eluição da hIgG, mostrou que maior parte 

das proteínas foi removida da coluna na etapa de eluição.  
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Observou-se que para o NaP, as quantidades de hIgG lavadas e eluídas foram 

próximas (40, 91 e 48,61%, respectivamente), enquanto que para o tampão Tris-HCl, 

84,18% da hIgG foram removidas na etapa de eluição. Para a última condição, NaCl e 

imidazol foram adicionados simultaneamente aos tampões, foi observado que houve um 

aumento da quantidade hIgG não adsorvida pela coluna para ambos os sistemas 

tamponantes e, especificamente sobre o resultado com NaP, 78,27% da hIgG foi lavada, 

diferenciando do resultado do Tris-HCl, de apenas 25,80%. 

As distinções observadas entre os sistemas com NaP e Tris-HCl podem ser 

explicadas pelas cargas negativas e positivas das respectivas moléculas de cada tampão 

e pela natureza policlonal da hIgG pré-purificada utilizada nos experimentos, ocorrendo 

solvatação das proteínas e dos complexos IDA-Cu2+. Além disso, ambos os tampões 

podem interagir com os sítios de ligação do quelato metálico, competindo fracamente 

com os resíduos de histidina expostos nas moléculas de hIgG (BRESOLIN et al., 2009). 

 A adsorção de proteínas em criogéis contendo complexos IDA-Cu2+ foi estudada 

por diversos autores. Kumar et al. (2006) prepararam um criogel de PAAm-AGE-IDA-

Cu2+ para a purificação da enzima uroquinase a partir do sobrenadante de cultura celular 

por IMAC. Utilizando criogéis contendo os mesmos componentes, Carvalho et al. 

(2014) sintetizaram criogéis monolíticos de PAAm-AGE-IDA-Cu2+ para a captura de 

lactoferrina, a qual possui 2 resíduos de histidina expostos em sua superfície, por 

IMAC. Evli et al. (2018) produziram criogéis de PAAm, glicidil metacrilato (GMA) 

com IDA imobilizado para a adsorção reversível de amiloglicosidade em técnicas de 

IMAC, utilizando o Cu2+ como o íon quelatado. Fioravante (2021) preparou monolitos 

de PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu2+ para purificar imunoglobulina bovina (bIgG) a partir do 

soro bovino por ensaios cromatográficos. 

 

4.5.3.2. PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ 

O monolito de PAAm-CS-GA-AGE-IDA foi saturado com solução de sulfato de 

níquel para a análise de adsorção de hIgG no criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ 

em diferentes sistemas tamponantes e condições de eluição, em condições similares às 

descritas no tópico 4.5.3.1. Devido à menor estabilidade reportada na literatura do 

complexo IDA-Ni2+ em comparação com o complexo IDA-Cu2+ (PORATH, 1988), o 

desprendimento de Ni2+ quelatado no criogel foi monitorado durante as etapas 
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cromatográficas por espectrofotometria a 384 nm e a lixiviação do íon metálico não foi 

observada.  A Figura 35 retrata os resultados obtidos para o monolito com Ni2+ 

imobilizados. 

 

Figura 35 - Quantidade de hIgG (%) obtida nas etapas cromatográficas em coluna de 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Injeção: aproximadamente 2 mg de hIgG em 1,0 mL de 

tampão de adsorção. Volume do leito: 3,0 mL. Legenda: Lavagem: ●; Eluição: ○; 

Regeneração: ●. Tampão: 1 – Adsorção: MOPS pH 7,0; Eluição: acetato de sódio pH 

4,0; 2 - Adsorção: MOPS pH 7,0 + imidazol; Eluição: MOPS pH 7,0 + imidazol (100 

mmol L-1); 3 - Adsorção: MOPS pH 6,5 + imidazol; Eluição: MOPS pH 6,5 + Imidazol 

(100 mmol L-1); 4 - NaP pH 7,0 + imidazol; Eluição: NaP pH 7,0 + imidazol (100 mmol 

L-1); 5 – Tris-HCl pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluição: Tris-HCl pH 7,0 + imidazol (100 

mmol L-1) + NaCl. 

  
Fonte: Autor (2021) 

 

Primeiramente, o abaixamento de pH do meio com tampão acetato de sódio 

(condição 1) não foi capaz de promover a dessorção da hIgG retida na coluna. Esse 

comportamento também foi observado para o quelato IDA-Cu2+, indicando que a 

interação entre quelato e proteína continua intensa em acetato de sódio a pH 4,0. Apesar 

do rompimento de interações de coordenação entre os quelatos metálicos e o resíduos de 

histidina devido à protonação do anel imidazol (pKa = 6,0) a pH 4,0, interações de 

natureza eletrostática, hidrofóbicas e de van der Waals podem estar ocorrendo entre a 

matriz e outros resíduos de aminoácidos expostos na superfície das moléculas de hIgG, 

retendo-as na matriz (WONG et al., 1991). 
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As condições 2 e 3 representaram a eluição de hIgG pela adição de imidazol em 

pH 7,0 e pH 6,5, respectivamente. Nestas condições, 66,56 e 76,90% da hIgG foi 

dessorvida da coluna durante a etapa de eluição, e ambos os sistemas se mostraram 

promissores devido à alta capacidade de adsorção de hIgG e de dessorção da proteína 

sem a necessidade de adição de EDTA. 

Em relação à condição 4, o uso do tampão NaP para a adsorção de hIgG mostrou 

que a quantidade de hIgG lavada e eluída são semelhantes entre si, sendo iguais a 50,26 

e 43,17%, respectivamente. Este resultado foi análogo ao obtido para a adsorção de 

hIgG pelo quelato IDA-Cu2+ nesta mesma condição tamponante. 

Finalmente, 93,39% da hIgG foi removida na etapa de lavagem da condição 5, a 

qual corresponde ao sistema com tampão Tris-HCl na presença de imidazol e NaCl. A 

alta condutividade do tampão minimiza interações de natureza eletrostática e favorece 

interações de coordenação entre a proteína e o adsorvente. Entretanto, as moléculas de 

Tris possuem efeito competidor fraco pelos sítios de adsorção dos quelatos metálicos, 

impedimento a interação entre o quelato IDA-Ni2+ e as moléculas de hIgG, explicando a 

alta percentagem de hIgG obtida na etapa de lavagem.  

A quantidade de hIgG adsorvida nos criogéis contendo complexos IDA-Ni2+ foi 

menor para todos os sistemas tamponantes quando comparada à quantidade adsorvida 

na matriz com IDA-Cu2+, corroborando a regra de Sulkowski (1989), a qual indica que a 

força de retenção de hIgG é maior para adsorventes contendo íons Cu2+ que para 

adsorventes contendo Ni2+. 

 

4.6. ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS PARA PURIFICAÇÃO DE hIgG A PARTIR 

DO SORO HUMANO 

Com o objetivo de verificar se os criogéis monolíticos sintetizados seriam 

seletivos para a purificação de hIgG a partir do soro humano, ensaios cromatográficos 

em condições variadas foram realizados, conforme o tópico 3.2.4 da seção de materiais 

e métodos. Nesta etapa, foram avaliadas a quantidade de proteínas totais adsorvidas e a 

seletividade das fases estacionárias de PAAm-CS-GA-AGE-IDA, PAAm-CS-GA-AGE-

IDA-Cu2+ e PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+.  
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Os resultados foram apresentados em termos de proteínas totais adsorvidas e 

não-adsorvidas. Os cromatogramas com as eletroforeses, balanços de massa das 

cromatografias e as duplicatas encontram-se no Apêndice B. 

 

4.6.1. Purificação de hIgG a partir do soro humano em criogel de PAAm-CS-GA-

AGE-IDA 

Para experimentos realizado com PAAm-CS-GA-AGE-IDA, os tampões MOPS, 

NaP, Tris-HCl a pH 7,0, MOPS a pH 6,5 e MES a pH 5,5 foram utilizados para a 

diluição do soro humano. A eluição das proteínas adsorvidas no criogel foi realizada no 

respectivo tampão de adsorção acrescido de NaCl (1,0 mol L-1). As Figura 36 e 37 

apresentam a percentagem de proteínas totais do soro humano adsorvidas no criogel e as 

eletroforeses para cada condição, respectivamente. 

A pH 7,0, 5,95 e 7,14% de proteínas totais foram adsorvidas no criogel de 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA em tampões MOPS e Tris-HCl, respectivamente. Os perfis 

eletroforéticos para os ensaios cromatográficos nos tampões citados mostram que a 

hIgG foi eluída com outras proteínas em ambos os sistemas tamponantes, evidenciado 

pela presença de bandas intensas além da banda correspondente a hIgG. Em contraste, 

apenas a banda de hIgG foi observada na pista da eluição para o tampão NaP, indicando 

seletividade para a adsorção desta proteína. Apesar da seletividade, apenas 2,94% das 

proteínas totais foram intensamente adsorvidas pelo monolito, o que pode ter ocorrido 

devido ao fato de que as moléculas de hIgG positivamente carregadas foram solvatadas 

pelas moléculas negativamente carregadas do tampão fosfato, reduzindo a aproximação 

das proteínas pela matriz. 
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Figura 36 – Proteínas totais (%) do soro humano não adsorvidas (●) e adsorvidas (○) 

em criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA em diferentes sistemas tamponantes. Injeção: 

1,025 mL de soro humano (3,5 mg mL-1; diluído 15 vezes). Volume do leito: 3,0 mL. 

Vazão: 2,0 mL min-1. 

  
Fonte: Autor (2021) 

Figura 37 – Eletroforeses SDS-PAGE sob condições não redutoras (7,5% em 

acrilamida) das frações cromatográficas em criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA 

realizadas com injeção de soro humano diluído 15 vezes nos sistemas tamponantes 

indicados. M: marcador de massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem; E: pool das frações mais concentradas da eluição; hIgG: marcador de IgG 

humana (Sigma-Aldrich); hTRF: transferrina humana; HSA: albumina do soro humano. 

  
Fonte: Autor (2021) 
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 No sistema tamponante MOPS a pH 6,5, 11,94% das proteínas totais foram 

adsorvidas, sendo este valor maior que o obtido para o MOPS a pH 7,0. A eletroforese 

desta condição mostrou uma banda tênue correspondente à hIgG na pista da lavagem e 

uma banda intensa para a hIgG na pista da eluição, indicando grande adsorção desta 

proteína. Entretanto, o mesmo comportamento foi observado para a banda 

correspondente à hTRF, evidenciando a pouca seletividade da matriz nesta condição. 

 Para a condição tamponante MES a pH 5,5, 84,68% das proteínas totais 

adsorvidas e dessorvidas da coluna na etapa de eluição. Isso pode ser explicado pela 

carga superficial total do criogel ser positiva e grande parte das proteínas do soro 

humano serem carregadas negativamente, como a HSA (pI = 4,9) e a hTRF (5,2 < pI < 

5,9) (PUTNAM, 1984) a pH 5,5, sendo fortemente adsorvidas na matriz. Ambas as 

etapas de lavagem e eluição apresentaram as mesmas bandas existentes na pista da 

injeção, apontando adsorção de várias das proteínas do soro humano.  

 Com exceção do tampão NaP, as condições tamponantes analisadas não 

proporcionaram boa seletividade para a hIgG. Possivelmente, a existência de grupos 

ácido carboxílico desprotonados na matriz promoveram interações de natureza 

eletrostática, as quais são não-específicas, entre os grupos funcionais presentes no 

monolito de PAAm-CS-GA-AGE-IDA e resíduos de aminoácidos expostos na 

superfície das proteínas do soro humano. 

 

4.6.2. Purificação de hIgG a partir do soro humano em criogel de PAAm-CS-GA-

AGE-IDA-Me2+ 

4.6.2.1. PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+ 

A fim de verificar se o criogel com íons Cu2+ quelatados propiciaria a adsorção 

seletiva de hIgG, foram realizados ensaios cromatográficos diluindo soro humano em 

tampões escolhidos com base nos resultados apresentados na seção 4.5.3.1. Dessa 

forma, o efeito do pH, da força iônica e da natureza do tampão foram avaliados.  A 

eluição das proteínas adsorvidas foi realizada com a adição de imidazol (100 mmol L-1) 

no respectivo tampão de adsorção. A regeneração da coluna foi realizada em EDTA a 

pH 7,0. A Figura 38a apresenta a percentagem de proteínas totais do soro não 
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adsorvidas e adsorvidas, enquanto a Figura 38b mostra as eletroforeses obtidas para 

cada condição.  

 

Figura 38 – a) Proteínas totais (%) e b) perfis eletroforéticos de SDS-PAGE obtidos nas 

etapas cromatográficas em coluna de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Injeção: 75 μL de 

soro humano diluído em 1,050 mL (15 vezes) de tampão de adsorção. Volume do leito: 

3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. Legenda: Lavagem: ●; Eluição: ○; Regeneração: ●. 

Tampão: 1 – Adsorção: MOPS pH 7,0 + imidazol; Eluição: MOPS pH 7,0 + imidazol 

(100 mmol L-1); 2 - Adsorção: MOPS pH 7,0 + NaCl; Eluição: MOPS pH 7,0 + 

imidazol (100 mmol L-1) + NaCl; 3 - Adsorção: MOPS pH 6,5 + imidazol; Eluição: 

MOPS pH 6,5 + imidazol (100 mmol L-1); 4 - NaP pH 7,0 + imidazol; Eluição: NaP pH 

7,0 + imidazol (100 mmol L-1); 5 – Tris-HCl pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluição: Tris-

HCl pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1) + NaCl. 

 

Fonte: Autor (2021) 
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 A quantidade de proteínas totais adsorvidas pelo quelato IDA-Cu2+ variou 

conforme as condições do sistema tamponante. Quando o tampão MOPS foi utilizado, 

uma quantidade maior de proteínas totais foram adsorvidas em comparação com os 

sistemas tamponantes Tris-HCl e NaP, explicado pelo caráter zwitteriônico do tampão 

MOPS. A maior percentagem de proteínas totais adsorvidas no criogel e dessorvidas na 

etapa de eluição (25,37%) foi obtida na condição 2, a qual não possui imidazol no 

tampão de adsorção. A diminuição do valor de pH do tampão MOPS contendo imidazol 

de 7,0 para 6,5, causou um aumento na quantidade de proteínas totais dessorvidas da 

coluna durante etapa de eluição, de 11,27% para 15,26%. Os perfis eletroforéticos das 

frações cromatográficas dos experimentos realizados com tampão MOPS mostraram 

baixa seletividade, visualizado pela presença de bandas de hTRF na pista da eluição, 

principalmente ao empregar a condição a pH 6,5. 

 Para os ensaios realizados em tampão NaP (condição 4), 9,74% das proteínas 

totais foram obtidas na etapa de eluição. Nesse ensaio, as moléculas de fosfato podem 

atuar como competidores fracos, sendo possível que realizem interações eletrostáticas 

com a matriz e com as proteínas do soro humano e, até mesmo, de coordenação com os 

íons Cu2+ quelatados, competindo com os sítios de interação do adsorvente. A 

eletroforese da condição 4 mostra pouca seletividade, devido à presença da banda de 

hTRF e de outra impureza na faixa de 100 kDa. 

 Na condição 5, 7,95% das proteínas totais foram adsorvidas no criogel na 

presença do tampão Tris-HCl. Especificamente nesta condição, NaCl foi adicionado ao 

tampão na concentração de 1,0 mol L-1 com o objetivo de reduzir as interações de 

natureza eletrostática no sistema e favorecer as interações de coordenação entre as 

proteínas e os íons Cu2+ quelatados. Apesar disso, a pista da eluição da eletroforese 

desta condição mostrou pequena seletividade, sendo possível observar bandas referentes 

à hIgG, HSA e hTRF. 

 

4.6.2.2. PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ 

 Ensaios cromatográficos de purificação de hIgG a partir do soro humano foram 

realizados com íons Ni2+ quelatados no criogel. Os resultados da adsorção de proteínas 

totais e os respectivos perfis eletroforéticos das etapas cromatográficas são mostradas 
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pela Figura 39, nas quais são observadas as influências do valor de pH, força iônica e 

natureza do tampão nos resultados de adsorção. 

 

Figura 39 – a) Proteínas totais (%) e b) perfis eletroforéticos obtidos nas etapas 

cromatográficas em coluna de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Injeção: 75 μL de 

solução de soro humano diluído em 1,050 mL (15 vezes) em tampão de adsorção. 

Volume do leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. Legenda: Lavagem: ●; Eluição: ○; 

Regeneração: ●. Tampão: 1 – Adsorção: MOPS pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluição: 

MOPS pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1) + NaCl; 2 - Adsorção: MOPS pH 7,0 + 

imidazol; Eluição: MOPS pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1); 3 - Adsorção: MOPS pH 

6,5 + Imidazol; Eluição: MOPS pH 6,5 + Imidazol (100 mmol L-1); 4 - NaP pH 7,0 + 

imidazol; Eluição: NaP pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1); 5 – Tris-HCl pH 7,0 + 

imidazol + NaCl; Eluição: Tris-HCl pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1) + NaCl 

  
Fonte: Autor (2021) 
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Dentre as condições avaliadas com tampão MOPS a pH 7,0, a condição 1 

proporcionou menor percentagem de proteínas totais dessorvidas da coluna na etapa de 

eluição (6,42%), isso pode ser explicado pela maior força iônica do sistema tamponante, 

o qual contém NaCl, acarretando em redução das interações eletrostáticas não 

específicas e em favorecimento das interações de coordenação entre os íons Ni2+ 

quelatados e as proteínas. Já na condição 2, 10,96% das proteínas totais foram 

dessorvidas durante a eluição devido à menor força iônica do sistema, permitindo que 

interações eletrostáticas entre a matriz e a superfície das proteínas ocorram. Em tampão 

MOPS a pH 6,5 (condição 3), 14,18% das proteínas totais foram obtidas na etapa de 

eluição, indicando o favorecimento da adsorção de proteínas do soro. A maior adsorção 

de proteínas nessa condição foi corroborada pelo perfil eletroforético obtido, o qual 

evidencia que as bandas de hIgG e hTRF estavam brandas na pista da lavagem e 

intensas na pista da eluição. Apesar das diferenças em quantidades de proteínas totais 

adsorvidas, os perfis eletroforéticos das condições 1, 2 e 3 foram equivalentes, sendo 

possível notar bandas de hIgG e hTRF em suas respectivas eletroforeses, indicando 

baixa seletividade do criogel nesses sistemas tamponantes. 

Para a condição 4 (tampão NaP), 8,33% das proteínas foram dessorvidas durante 

a etapa de eluição e apenas a banda de hIgG foi observada na pista da eluição da 

eletroforese referente a esse sistema tamponante. 

Finalmente, no sistema da condição 5, o qual é composto por Tris-HCl contendo 

NaCl, 0,45% das proteínas totais foram dessorvidas durante a etapa de eluição, 

indicando que tanto a carga do tampão, a alta força iônica do meio e o efeito competidor 

fraco do Tris interferiram na adsorção de proteínas nesta condição. De acordo com o 

perfil da eletroforese para a condição 5, as pistas da injeção e lavagem foram 

semelhantes e não foi possível observar bandas de proteínas nas pistas da eluição e 

regeneração. 

Comparando os resultados dos ensaios cromatográficos realizados nos criogéis 

contendo Cu2+ e Ni2+ quelatados, nas mesmas condições tamponantes, conclui-se que os 

criogéis contendo Cu2+ foram capazes de adsorver mais proteínas totais em termos de 

massa e percentagem, entretanto, com menor seletividade. Isso pode ser explicado pelo 

fato da retenção de proteínas pelos íons Ni2+ quelatados requerer que mais de um ou que 

clusters de resíduos de histidina estejam expostos na superfície da proteína, enquanto 
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que para a adsorção de proteínas por quelatos contendo Cu2+, apenas um resíduo de 

histidina exposto é necessário (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). 

 

4.6.3. Determinação da melhor condição de purificação de hIgG a partir de soro 

humano pelo criogel 

Por meio da análise dos resultados obtidos nos ensaios cromatográficos para 

purificação de hIgG a partir do soro humano, a melhor condição de purificação foi 

escolhida com base nos perfis eletroforéticos e na quantidade de proteínas totais eluídas. 

O sistema tamponante NaP utilizado para a purificação do soro humano no 

criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ foi o que proporcionou maior potencial 

devido à quantidade de proteínas adsorvidas e, também, à presença de apenas a banda 

de hIgG na pista da eluição da eletroforese. Além disso, a maioria das proteínas 

adsorvidas foram dessorvidas da coluna durante a etapa de eluição. 

Dessa forma, o experimento de imunodifusão radial (RID) foi realizado para 

avaliar a pureza da hIgG obtida nas frações da eluição. O balanço de massa da RID 

encontra-se na Tabela 8. A curva de calibração da RID encontra-se no Apêndice C. 

 

Tabela 8 - Balanço de massa do ensaio cromatográfico para purificação de hIgG a partir 

de soro humano no criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Lavagem: NaP a pH 7,0 

+ imidazol (2mmol L-1); Eluição: NaP a pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1); 

Regeneração: EDTA a pH 7,0 (100 mmol L-1). 

 

Fonte: Autor (2021) 

Injeção 6,50 ± 0,47 0,43 ± 0,01 6,69 ± 0,71

Lavagem 6,38 ± 0,88 98,23 ± 6,42 0,20 ± 0,02 45,80 ± 3,88 3,22 ± 0,81 0,47 ± 0,07

Eluição 0,27 ± 0,01 4,16 ± 0,14 0,24 ± 0,01 55,64 ± 4,84 88,60 ± 1,28 13,41 ± 1,61

Regeneração 0,05 ± 0,01 0,72 ± 0,14 0,02 ± 0,00 3,93 ± 0,21 36,86 ± 5,13 5,65 ± 1,36

Recuperação 6,70 ± 0,88 103,10 ± 6,15 0,45 ± 0,01 105,37 ± 1,17
a
 Proteínas totais estimadas pelo método de Bradford, com BSA como proteína de referência

b
 Massa de proteína total em cada etapa dividida pela massa de proteína na injeção x 100

c 
Massa de hIgG estimada por RID

d
 Massa de hIgG em cada etapa dividida pela massa de hIgG na injeção x 100

e
 Massa de hIgG dividida pela massa de proteína total em cada etapa x 100

f
 Pureza de cada etapa dividida pela pureza da solução de injeção

100,00 100,00 1,00

Frações

Bradford Imunodifusão radial

PT
a
 (mg)

Rendimento 

(%)
b hIgG

c
 (mg)

Rendimento 

(%)
d Pureza

e
 (%) FP

f
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 De acordo com o balanço de massa apresentado, 55,64% da hIgG da amostra de 

soro humano foi recuperada durante a etapa de eluição com 88,60% de pureza e fator de 

purificação de 13,41, corroborando com o perfil eletroforético obtido para esta 

condição. 

 Babac et al. (2006) sintetizaram criogéis de PAAm e AGE com concanavalina A 

imobilizada para purificação de hIgG a partir do soro humano e obtiveram 85% de 

pureza. Alkan et al. (2009) purificaram anticorpos a partir de sangue e plasma humano e 

reportaram pureza de aproximadamente 85% e 95% para hIgG eluída, respectivamente, 

utilizando criogel monolítico de poli(hidroxietil metacrilato) (PHEMA) com proteína A 

imobilizada covalentemente à matriz. O ligante 2-mercapto etanol imobilizado em 

criogéis a base de metacrilato na forma de discos, para purificação de hIgG a partir do 

plasma humano por cromatografia tiofílica foi utilizado por Bakhshpour, Bereli & Şenel 

(2014). Os materiais utilizados forneceram pureza próxima de 89% e rendimento de 

81% para a hIgG dessorvida. Prasanna, Kamalanathan & Vijayalakshmi (2015) 

imobilizaram L-histidina em discos monolíticos e obtiveram pureza de 

aproximadamente 90% para a hIgG a partir do soro humano.  Mourão et al. (2019) 

determinaram a pureza da hIgG após cromatografia em criogéis monolíticos de PAAm-

Alg e PAAm-Alg com P-Tyr imobilizado e obtiveram valores de 96,6 e 105,1% de 

pureza, respectivamente.  Bresolin, Bresolin & Bueno (2020) produziram membranas de 

poli(etileno vinil álcool) com IDA imobilizado para a purificação de anticorpos 

monoclonais a partir do sobrenadante de cultura de hibridomas e reportaram pureza de 

94,2% para a hIgG. Sharma et al. (2020) sintetizaram criogéis esféricos híbridos de 

alginato e fibroína de seda de aranha (Alg-SSF) e verificaram que o material foi capaz 

de purificar, sem ligantes imobilizados, hIgG a partir do soro humano, sendo obtida 

pureza de 80% e rendimento de 91% após duas etapas de purificação.  

Quanto a trabalhos empregando a técnica de IMAC para a purificação de 

anticorpos, Tishchenko et al. (2002) isolaram o anticorpo HRP-específico, isotipo IgG1 

de fluído ascítico murino utilizando esferas porosas de glicidil metacrilato-co-etileno 

dimetacrilato (GMA-co-EDMA) funcionalizadas com o quelato IDA-Ni2+ alcançando 

pureza de 84% e rendimento de 79%. Bayramoglu, Senel & Arica (2006) produziram 

esferas de glicidil metacrilato (GMA) e metil metacrilato (MMA) com L-histidina 

imobilizada na presença de braço espaçador e íons Cu2+ quelatados para purificação de 

hIgG a partir do soro humano, os autores alcançaram rendimento de 87,5% e pureza de 
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90% para a hIgG. Yavuz et al. (2012) produziram membranas de PHEMA-N-

metacriloil-L-histidina com íons metálicos Cu2+, Ni2+, Zn2+ e Co2+ quelatados para 

purificação de hIgG a partir do plasma humano e obtiveram 94,1% de pureza para a 

hIgG. Bakhshpour et al. (2016) sintetizaram criogéis de PHEMA e polietilenoimina 

(PEI) com íons Cu2+ imobilizados e obtiveram 90% de pureza na purificação de hIgG a 

partir do plasma humano. A hIgG do plasma humano foi purificada por Ribeiro et al. 

(2008) em membranas de fibra-oca poli(etileno vinil álcool) com íons Ni2+ imobilizados 

nos agentes quelantes IDA e TREN, reportando valores de 99% de pureza na melhor 

condição de purificação. Fioravante (2021) obteve 75,31 e 88,06% de pureza de bIgG a 

partir do soro bovino utilizando criogéis monolíticos de PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu2+ e 

PAAm-Alg-AGE-IDA, respectivamente. 

Dessa forma, a pureza da hIgG alcançada neste trabalho foi equivalente à de 

trabalhos que utilizam métodos cromatográficos para a purificação de anticorpos a partir 

de fluídos biológicos. Entretanto, o rendimento obtido para a hIgG foi menor quando 

comparado aos rendimentos reportados na literatura. Isso pode ser explicado pelo 

criogel selecionado para a realização dos ensaios cromatográficos possuir densidade de 

íons Ni2+ adsorvidos igual a 33,71 μmol Ni2+/g criogel seco, a qual é menor que a 

densidade de íons Ni2+ adsorvidos pelo IDA nos trabalhos de Ribeiro et al. (2008), 

Fioravante (2021) e Tishchenko et al. (2002). 

 

4.7. CURVA DE RUPTURA DO SORO HUMANO EM CRIOGÉIS DE PAAm-CS-

GA-AGE-IDA-Ni2+ 

A fim de determinar a capacidade dinâmica de adsorção (DBC) e verificar se o 

criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ seria seletivo para hIgG em condições de 

saturação, o ensaio descrito no tópico 3.2.5 foi realizado. Na Figura 40a é apresentada a 

curva de ruptura de proteínas do soro humano para o monolito e o perfil eletroforético é 

mostrado na Figura 40b. Os balanços de massa e os cromatogramas do experimento e da 

duplicata da curva de ruptura encontram-se no Apêndice D. 
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Figura 40 – a) Curva de ruptura de proteínas do soro humano obtida para criogel de 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Vazão: 2,0 mL min-1. Leito: 3,0 mL de criogel. 

Tampão de adsorção: NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1). Eluição: NaP a pH 7,0 + 

imidazol (100 mmol L-1).  Injeção: 2,0 mL de soro humano diluído 15 vezes em tampão 

de adsorção (concentração aproximada de 3,1 mg mL-1 em termos de proteínas totais, 

volume total de 33 mL de solução contendo soro humano). Massa total de proteína 

alimentada: 99,85 mg; b) Eletroforese da curva de ruptura. Legenda: I – Alimentação; F 

– Flowthrough; W - Lavagem; E – Eluição; R - Regeneração. M: marcador de alta 

massa molecular; I: alimentação; 2 a 6: primeiras frações (volume de 1,0 mL cada) do 

flowthrough coletadas; F: pool das demais frações do flowthrough; W: pool das frações 

de lavagem mais concentradas; E: pool das frações da eluição mais concentradas; hIgG: 

marcador de IgG humana; hTRF: transferrina; HSA: albumina. 

   
Fonte: Autor (2021) 

 

 De acordo com os resultados obtidos, a ruptura (C/C0 = 0,1) ocorreu no tempo 

de 1,2 min e volume de 2,4 mL, aproximadamente. O perfil da curva mostra uma zona 

de transferência de massa estreita, indicando que maior parte da capacidade do sólido 

foi utilizada até o ponto de ruptura, o que é ideal por indicar uso eficiente do 

comprimento do adsorvente (MCCABE; SMITH; HARRIOTT, 1993). 

Utilizando as Eqs. 2.3, 2.4 e 2.5, a capacidade dinâmica de adsorção a 10% 

(DBC10%) foi determinada em termos de proteínas totais por meio da análise da curva de 

ruptura obtida. Foram calculados os valores de DBC10% iguais a 2,43 ± 0,10 e 
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4,08 ± 0,21 mg proteínas totais/mL de criogel para os métodos de Boi et al. (2020) e 

Zhu et al. (2019), respectivamente. A diferença entre os valores obtidos pode ser 

explicada pelas aproximações necessárias para o cálculo da DBC10%, por exemplo, em 

Boi et al. (2020), foi preciso realizar estimativas sobre o volume morto do sistema 

(Vsis). Utilizando solução de IgG pré-purificada, Kang et al. (2016) e Zhu et al. (2019) 

calcularam a DBC10% para resinas de agarose com peptídeos imobilizados 

covalentemente à matriz, ambos os trabalhos obtiveram valores de DBC10% em torno de 

35 mg de hIgG/mL de resina, sendo este valor muito maior que o obtido neste trabalho 

para proteínas totais. Isso pode ser explicado pela maior densidade de ligantes, maior 

área superficial das resinas e ausência de outras proteínas além da hIgG na solução de 

alimentação. 

Para a determinação da pureza da hIgG removida da coluna durante a etapa de 

eluição, o ensaio de RID foi realizado com os pools das frações de cada etapa da curva 

de ruptura e os resultados são apresentados na Tabela 9. 

O criogel continuou seletivo para a hIgG em condições de saturação, visto que 

apenas a banda de hIgG foi visualizada na pista da eluição, o que também ocorreu 

quando apenas 75 μL de soro humano diluído 15 vezes foram alimentados à coluna em 

experimentos cromatográficos, reportados na seção 4.6. As pistas das primeiras 

amostras analisadas do flowthrough mostram que apenas HSA foi obtida até a amostra 3 

e, hIgG, hTRF e HSA não foram retidas na coluna a partir da quarta fração. 

A pureza e a massa da hIgG obtida na etapa de eluição foi de 96,19% e 0,60 mg 

hIgG/mL de criogel (10,19 mg hIgG/g criogel seco). O resultado da eletroforese da pista 

da regeneração mostra a presença de HSA além da hIgG, corroborando o resultado de 

pureza obtida para esta etapa cromatográfica, de 25,28%. 



121 

 

Tabela 9 - Balanço de massa da curva de ruptura para purificação de hIgG a partir de 

soro humano no criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Lavagem: NaP a pH 7,0 + 

imidazol (2 mmol L-1); Eluição: NaP a pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1); Regeneração: 

EDTA a pH 7,0 (100 mmol L-1). 

 

Fonte: Autor (2021) 

 

Os valores de pureza e quantidade de hIgG adsorvida são comparáveis a estudos 

de diversos autores presentes na literatura: Marcuz et al. (2021) reportaram criogéis de 

PAAm-Alg-ECH-P-Tyr capazes de adsorver 12,62 mg de hIgG/mL de criogel com 

95,0% de pureza, sendo este valor de hIgG adsorvida muito maior do que o obtido neste 

trabalho, provavelmente devido à maior densidade de grupos epóxi disponibilizados 

para imobilização do ligante P-Tyr no criogel após ativação da matriz com ECH. 

Fioravante (2021) sintetizou criogéis de PAAm-Alg-AGE-IDA e PAAm-Alg-AGE-

IDA-Cu2+, obtendo 4,94 e 1,58 mg de bIgG/mL de criogel na etapa de eluição, 

respectivamente, sendo o resultado para o criogel contendo Cu2+ similar ao obtido nesse 

trabalho. Pavan et al. (2017) imobilizaram o ligante P-Tyr em géis de agarose por 

ativação com CNBr e reportaram adsorção de 0,16 mg de hIgG/mL gel com 91% de 

pureza a partir do plasma humano. Prasanna & Vijayalakshmi (2010) utilizaram discos 

monolíticos de CIM-IDA-Ni2+ para purificação de anticorpos monoclonais de fluídos 

ascíticos murinos e obtiveram capacidade de adsorção de 0,5 mg IgG/mL de disco e 

90,9% de pureza. 

 

 

Injeção 99,85 ± 12,04 7,68 ± 0,82 7,71 ± 0,11

Flowthrough 84,21 ± 10,67 84,34 ± 0,52 5,26 ± 1,13 67,70 ± 7,44 6,18 ± 0,55 0,80 ± 0,08

Lavagem 13,29 ± 2,84 13,31 ± 4,51 0,83 ± 0,34 0,11 ± 0,06 5,96 ± 1,25 0,77 ± 0,15

Eluição 1,87 ± 0,02 1,87 ± 0,21 1,80 ± 0,01 23,69 ± 2,66 96,19 ± 1,53 12,48 ± 0,02

Regeneração 0,23 ± 0,07 0,23 ± 0,10 0,05 ± 0,01 0,82 ± 0,07 25,28 ± 4,86 3,29 ± 0,68

Recuperação 99,60 ± 7,78 99,75 ± 4,30 7,94 ± 0,77 103,48 ± 0,95
a
 Proteínas totais estimadas pelo método de Bradford, com BSA como proteína de referência

b
 Massa de proteína total em cada etapa dividida pela massa de proteína na injeção x 100

c 
Massa de hIgG estimada por RID

d
 Massa de hIgG em cada etapa dividida pela massa de hIgG na injeção x 100

e
 Massa de hIgG dividida pela massa de proteína total em cada etapa x 100

f
 Pureza de cada etapa dividida pela pureza da solução de injeção

Rendimento 

(%)
d Pureza

e
 (%)

100,00 100,00

Frações

Imunodifusão radial

FP
f

1,00

PT
a
 (mg)

Rendimento 
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b

Bradford
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c
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4.8. CINÉTICA DE ADSORÇÃO DE hIgG 

A cinética de adsorção de hIgG no criogel PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ foi 

estudada conforme o procedimento descrito no tópico 3.2.6. Soluções de 0,5 mg de 

hIgG/mL e 2,0 mg de hIgG/mL em tampão NaP a pH 7,0 contendo 2 mmol L-1 de 

imizadol foram recirculadas na coluna contendo o monolito. Os dados experimentais da 

cinética foram utilizados para a determinação do tempo de equilíbrio de adsorção. A 

Tabela 10 exibe os valores dos tempos de equilíbrio obtidos para cada condição de 

concentração avaliada. 

 

Tabela 10 – Tempos de equilíbrio (min) estimados para as concentrações de 0,5 mg 

hIgG mL-1 e 2,0 mg hIgG mL-1. 

 

Fonte: Autor (2021) 

 Observando os dados experimentais, o tempo de equilíbrio foi alcançado em 

aproximadamente 15 min para a concentração de 0,5 mg hIgG/mL e em 20 min para a 

concentração de 2,0 mg hIgG/mL. O alcance rápido na condição de equilíbrio pode ser 

atribuída à morfologia dos criogéis, os quais possuem macroporos que permitem o 

acesso da hIgG aos sítios de interações com os íons Ni2+ quelatados na superfície do 

material (DRAGAN et al., 2017). 

  

4.9. ISOTERMA DE ADSORÇÃO DE hIgG 

As isotermas de adsorção de hIgG no criogel monolítico de PAAm-CS-GA-

AGE-IDA-Ni2+ foram obtidas por meio de experimentos em batelada na melhor 

condição tamponante selecionada previamente (tampão NaP a pH 7,0 contendo 

2 mmol L-1 de imidazol), no equilíbrio, a 25 °C, como descrito no tópico 3.2.7. Por meio 

dos ajustes de parâmetros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich, foram 

obtidas a capacidade máxima de adsorção (Qm) e as constantes de dissociação (Kd e 

Kd(LF)) do complexo IDA-Ni2+-hIgG. Os pontos experimentais, a curva ajustada e os 

Tempo de 

equilíbrio (min)

15

20

Concentração               

(mg hIgG/mL)

0,5

2,0
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valores dos parâmetros para cada modelo estudado encontram-se na Figura 41 e na 

Tabela 11, respectivamente. 

 

Figura 41 – Dados experimentais de adsorção de hIgG em criogel de PAAm-CS-GA-

AGE-IDA-Ni2+ em tampão NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1) a 25 °C (●) e curvas 

ajustadas dos modelos de: a) Langmuir e b) Langmuir-Freundlich 

 
Fonte: Autor (2021) 
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Tabela 11 - Parâmetros obtidos por meio do ajuste não-linear dos modelos de Langmuir 

e Langmuir-Freundlich aos dados de adsorção de hIgG em criogel de PAAm-CS-GA-

AGE-IDA-Ni2+ em tampão NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1) a 25 °C. 

 
Fonte: Autor (2021) 

 Os valores para a capacidade máxima (Qm) determinados pelos dois modelos 

foram similares ao valor de Qm experimental, sendo iguais a 32,62 ± 0,52 mg hIgG/g 

criogel e 31,19 ± 0,28 mg hIgG/g criogel para os modelos de Langmuir e Langmuir-

Freundlich, respectivamente. Simultaneamente, ambos os modelos apresentaram 

R2 > 0,97 e χ² > 1, entretanto, para o modelo de Langmuir-Freundlich, os valores para 

esses coeficientes indicaram melhor ajuste por estarem mais próximos de 1. 

 Em relação a Kd e Kd(LF), os respectivos valores obtidos foram de 1,1 x 10-7 e 

3,0 x 10-8 mol L-1. Ambos os valores estão ligeiramente abaixo da faixa que caracteriza 

valores típicos de constante de dissociação de sistemas de pseudobioafinidade, de 10-2 a 

10-6 (VIJAYALAKSHMI, 1989), indicando alta afinidade entre a hIgG adsorvida e o 

criogel contendo íons Ni2+ quelatados. Comparativamente, Ribeiro et al. (2008) 

determinaram Kd do modelo de Langmuir para o complexo IDA-Ni2+-hIgG em 

membranas de poli(etileno vinil álcool) (PEVA) e obtiveram valores de ordem de 

grandeza entre 10-5 e 10-6 mol L-1. Densidade de ligantes, concentração de proteínas, 

efeitos estéricos e acessibilidade das proteínas aos sítios de interação podem ter 

contribuído para a maior afinidade do complexo nos criogéis sintetizados neste trabalho, 

sendo comparáveis aos valores de Kd reportados por Knecht et al. (2008) iguais a 10-6 a 

32,62 ± 0,52

0,11 ± 0,01

31,19 ± 0,28

3,00E-02 ± 8,00E-03

n 1,61 ± 0,13
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0,9762
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10-8 mol L-1 em estudo da dissociação de oligopeptídeos compostos por tags de poli-

histidina em complexos NTA-Ni2+. 

Em relação ao parâmetro n do modelo de Langmuir-Freundlich, o qual indica se 

existe heterogeneidade da superfície e cooperatividade entre as moléculas de hIgG, o 

valor obtido neste trabalho foi de 1,61 ± 0,03 (n > 1). Dessa forma, conclui-se que há 

ocorrência de interações proteína-proteína ou heterogeneidade da superfície. Devido à 

baixa força iônica do sistema tamponante utilizado, interações hidrofóbicas, 

eletrostáticas e de coordenação com o quelato metálico podem estar ocorrendo entre o 

adsorvente e a hIgG. Ademais, há possibilidade da ocorrência de interações multiponto, 

nas quais um complexo IDA-Ni2+ captura mais de uma molécula de hIgG ou uma 

molécula de hIgG é adsorvida por mais de um complexo IDA-Ni2+. Dessa forma, 

desvios das suposições do modelo de Langmuir (adsorção do adsorbato ocorre em sítios 

de adsorção definidos; os sítios de adsorção são uniformes; cada sítio pode ser ocupado 

por apenas uma molécula do adsorbato em monocamada; não há interação lateral entre 

as moléculas adsorvidas) possivelmente ocorrem neste sistema, explicando o menor R² 

obtido para o modelo de Langmuir. 

Bakhshpour et al. (2016) obtiveram capacidade de adsorção máxima teórica 

(Qm) de 75,0 mg hIgG/g em criogéis de PHEMA-PEI-Cu2+. Prasanna, Kamalanathan & 

Vijayalahshmi (2015) sintetizaram discos monolíticos com histidina imobilizada para a 

purificação de hIgG e reportaram o valor de Qm de 19.83 mg hIgG/mL disco e Kd na 

ordem de 10-6 para o disco de etilenodiamina (EDA). Naik, Raina & Lali (2011) 

produziram esferas de polimetacrilato com triptofano imobilizado como ligante de 

pseudobioafinidade para a purificação de hIgG. Os valores de Qm e Kd obtidos pelos 

autores foi de 78 mg hIgG/mL gel e 5,31 x 10-6 mol L-1, respectivamente. Bresolin, 

Bresolin & Bueno (2020) avaliaram as isotermas de adsorção de anticorpos 

monoclonais em membranas de PEVA-IDA e chegaram em valores de 71,7 mg/g 

adsorvente e 2,0 x 10-6 mol L-1 para, respectivamente, Qm e Kd(LF) do modelo de 

Langmuir-Freundlich.  

Concomitantemente, Hahn, Schlegel & Jungbauer (2003) obtiveram Kd na 

ordem de 10-8 mol L-1 para adsorventes com proteína A como ligante para a purificação 

de hIgG. Ao contrário de íons metálicos imobilizados, aminoácidos e corantes, a 
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proteína A é um ligante bioespecífico, possuindo alta afinidade pelas moléculas de IgG, 

explicando os valores de Kd encontrados por esses autores. 

No sistema tamponante utilizado, a capacidade máxima de adsorção do criogel 

de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ pode ser considerada como intermediária em 

comparação a Qm de outros adsorventes de IgG reportados na literatura. Entretanto, as 

constantes de dissociação obtidas mostram alta afinidade do complexo IDA-Ni2+-hIgG, 

quando comparados a outros ligantes pseudobioespecíficos para a captura de IgG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



127 

 

5. CONCLUSÃO 

  

Neste trabalho, criogéis monolíticos de poliacrilamida e quitosana foram 

sintetizados, estudando o efeito da presença dos reagentes GA e AGE durante a síntese, 

além do efeito do tipo de solução de CS utilizada. Por meio dos grupos epóxi 

disponibilizados pelo AGE, foi possível imobilizar covalentemente o agente quelante 

IDA à estrutura do criogel. Ensaios de caracterizações físicas, morfológicas, mecânicas 

e visuais foram realizados para a seleção da melhor condição de síntese do criogel. De 

acordo com os resultados, o criogel sintetizado com quitosana de baixa massa 

molecular, 20 μL de GA e 200 μL de AGE foi o mais adequado para ser utilizado como 

fase estacionária em cromatografia de baixa pressão. Além disso, este criogel foi capaz 

de quelatar 472,76 e 33,71 μmol de íons Cu2+ e Ni2+, respectivamente. 

Em seguida, foram realizados estudos de adsorção de hIgG pré-purificada no 

criogel na presença ou não dos íons metálicos Cu2+ e Ni2+ em diferentes condições de 

adsorção e eluição. De acordo com os resultados obtidos, a natureza do tampão, íon 

metálico, força iônica e valor de pH afetaram diretamente nos resultados de adsorção e 

eluição da hIgG. As condições mais promissoras de adsorção foram empregadas em 

experimentos cromatográficos de purificação de hIgG a partir do soro humano. 

Dentre os sistemas tamponantes avaliados e baseando-se em quantidades de 

proteínas totais adsorvidas e perfis eletroforéticos, foram selecionados o criogel 

contendo íons Ni2+ quelatados e o tampão NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1). A 

imunodifusão radial desta condição mostrou que a hIgG foi eluída da coluna com 

pureza de 88% e rendimento de 55%, exibindo potencial para a purificação da hIgG. 

Na melhor condição tamponante, foram realizados experimentos para a curva de 

ruptura e experimentos cinéticos de adsorção de hIgG, sendo possível determinar 

parâmetros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich. Os ensaios de adsorção 

de hIgG para construção das isotermas de adsorção mostraram que o modelo de 

Langmuir-Freundlich representou melhor os dados experimentais, com valor de 

Qm igual a 31,19 ± 0,28 mg hIgG/ g criogel e Kd(LF) igual a 3,00 x 10-8 mol L-1 (R² = 

0,9933 e χ² = 1,19). Quando esses valores são comparados aos valores reportados na 

literatura, esses resultados mostram a alta afinidade do complexo IDA-Ni2+-hIgG, 

apesar da capacidade máxima de adsorção possuir valor intermediário. 
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 Portanto, pode-se dizer que o criogel constituído de PAAm, CS, GA, AGE e 

IDA imobilizado com íons Ni2+ quelatados possui potencial para ser utilizado como fase 

estacionária em cromatografia para purificação de hIgG a partir do soro humano. Além 

disso, o criogel preparado poderia ser testado como fase estacionária em cromatografia 

de afinidade utilizando outros ligantes e íons metálicos. 
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6. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Por meio da análise dos resultados de síntese dos criogéis e de purificação da 

hIgG a partir do soro humano, percebe-se que determinados aspectos podem ser 

aprofundados em trabalhos subsequentes, tais como: 

 

 Síntese e caracterização do criogel de poliacrilamida-quitosana 

 Avaliar como a temperatura de congelamento interfere na criogelificação e nas 

características físicas do criogel; estudar composições de criogéis com diferentes 

concentrações quitosana; caracterizar o monolito quanto ao seu potencial zeta; testar 

outros íons metálicos quelatados, como Co2+ e Zn2+, para verificar como influenciam na 

adsorção de hIgG no criogel; analisar o efeito de outros ligantes, como agentes 

quelantes, aminoácidos, corantes, etc. na adsorção de íons metálicos e proteínas no 

criogel. 

 

Ensaios cromatográficos 

 Examinar diferentes sistemas tamponantes e avaliar o efeito do valor de pH, 

natureza do tampão, condutividade, entre outros, em mais condições; observar a 

purificação e separação de outras proteínas no criogel; avaliar o potencial de purificação 

de fragmentos de hIgG no criogel. 
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APÊNDICE A. BALANÇOS DE MASSA DE CROMATOGRAFIAS COM hIgG 

PRÉ-PURIFICADA 

 

A.1 – Criogel de PAAm-CSLM-GA(20) (Controle) em diferentes sistemas tamponantes 

Tabela A.1. 1 - Cromatografia hIgG pré-purificada em tampões MOPS, Tris-HCl e NaP 

a pH 7,0 e tampão MES a pH 5,50 (25 mmol L-1). Leito: 3,0 mL. Eluição: Respectivo 

tampão + NaCl (1,0 mol L-1). Quantificação pela metodologia de Bradford (1976). PT: 

Proteínas Totais; I: Injeção; L: Lavagem; E: Eluição; Rec.: Recuperação. 

 

 

A.2 –Criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA, PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+ e PAAm-

CS-GA-AGE-IDA-Ni2+ em diferentes condições de eluição, natureza do tampão e pH 

Tabela A.2. 1 - Cromatografia hIgG pré-purificada em tampões MOPS a pH 6,5 e 7,0, 

Tris-HCl e NaP a pH 7,0, tampão MES a pH 5,50. Leito: 3,0 mL de PAAm-CS-GA-

AGE-IDA. Eluição: Respectivo tampão + NaCl (1,0 mol L-1). Quantificação pela 

metodologia de Bradford (1976). PT: Proteínas Totais; I: Injeção; L: Lavagem; E: 

Eluição; Rec.: Recuperação. 

 

 

Tabela A.2. 2 - Cromatografia hIgG pré-purificada em tampões MOPS, Tris-HCl e NaP 

a pH 7,0. Leito: 3,0 mL de criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Eluição: Tampão 

acetato a pH 4,0 (25 mmol L-1). Regeneração: EDTA a pH 7,0. Quantificação pela 

metodologia de Bradford (1976). PT: Proteínas Totais; I: Injeção; L: Lavagem; E: 

Eluição; R: Regeneração; Rec.: Recuperação. 

 

Tabela A.2. 3 - Cromatografia hIgG pré-purificada em tampões MOPS, Tris-HCl e NaP 

a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1). Leito: 3,0 mL de criogel de PAAm-CS-GA-AGE-

% % % %

I 1,95 ± 0,20 100,00 1,68 ± 0,14 100,00 2,62 ± 0,27 100,00 2,19 ± 0,16 100,00

L 1,74 ± 0,18 89,37 1,80 ± 0,11 106,88 2,80 ± 0,26 106,79 2,09 ± 0,05 95,28

E 0,08 ± 0,00 4,18 0,01 ± 0,00 0,43 0,02 ± 0,00 0,88 0,12 ± 0,01 5,60

Rec. 1,82 ± 0,18 93,55 1,80 ± 0,11 107,31 2,82 ± 0,27 107,67 2,21 ± 0,07 100,89

MES pH 5,5

PT (mg) PT (mg) PT (mg) PT (mg)
Frações

MOPS pH 7,0 Tris-HCl pH 7,0 NaP pH 7,0

% % % % %

I 2,22 ± 0,10 100,00 1,81 ± 0,05 100,00 2,56 ± 0,28 100,00 1,83 ± 0,10 100,00 2,78 ± 0,30 100,00

L 0,67 ± 0,11 29,99 1,08 ± 0,05 59,67 2,30 ± 0,08 89,71 0,02 ± 0,00 1,07 0,31 ± 0,02 11,13

E 1,37 ± 0,01 61,53 0,87 ± 0,02 47,79 0,26 ± 0,03 10,05 1,90 ± 0,07 103,48 2,56 ± 0,25 92,08

Rec. 2,04 ± 0,11 91,52 1,95 ± 0,05 107,46 2,55 ± 0,11 99,76 1,92 ± 0,07 104,54 2,87 ± 0,23 103,21

MOPS pH 6,5

PT (mg)

MES pH 5,5

PT (mg)
Frações

PT (mg)

MOPS pH 7,0

PT (mg) PT (mg)

Tris-HCl pH 7,0 NaP pH 7,0

% % %

I 2,22 ± 0,11 100,00 2,14 ± 0,14 100,00 2,38 ± 0,23 100,00

L 0,07 ± 0,01 2,94 0,00 ± 0,00 0,17 0,12 ± 0,07 5,66

E 0,14 ± 0,01 6,33 0,08 ± 0,05 3,86 0,08 ± 0,06 3,40

R 2,16 ± 0,10 97,45 2,21 ± 0,10 103,01 2,34 ± 0,10 98,17

Rec. 2,36 ± 0,10 106,72 2,29 ± 0,15 107,04 2,54 ± 0,24 107,23

Frações
MOPS Tris-HCl NaP

PT (mg) PT (mg) PT (mg)
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IDA-Cu2+. Eluição: Respectivo tampão + imidazol (100 mmol L-1). Regeneração: 

EDTA a pH 7,0. Quantificação pela metodologia de Bradford (1976). PT: Proteínas 

Totais; I: Injeção; L: Lavagem; E: Eluição; R: Regeneração; Rec.: Recuperação. 

 

 

Tabela A.2. 4 - Cromatografia hIgG pré-purificada em tampões MOPS, Tris-HCl e NaP 

a pH 7,0 + NaCl (100 mmol L-1) + imidazol (2 mmol L-1). Leito: 3,0 mL de criogel de 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Eluição: Respectivo tampão + NaCl (100 mmol L-1) + 

imidazol (100 mmol L-1). Regeneração: EDTA a pH 7,0. Quantificação pela 

metodologia de Bradford (1976). PT: Proteínas Totais; I: Injeção; L: Lavagem; E: 

Eluição; R: Regeneração; Rec.: Recuperação. 

 

 

Tabela A.2. 5 - Cromatografia hIgG pré-purificada em tampão MOPS a pH 6,5. Leito: 

3,0 mL de criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Eluição: MOPS a pH 6,5 + 

imidazol (100 mmol L-1) ou tampão acetato de sódio a pH 4,0. Regeneração: EDTA a 

pH 7,0. Quantificação pela metodologia de Bradford (1976). PT: Proteínas Totais; I: 

Injeção; L: Lavagem; E: Eluição; R: Regeneração; Rec.: Recuperação. 

 

 

Tabela A.2. 6 - Cromatografia hIgG pré-purificada em tampões MOPS a pH 6,5 e 7,0, 

Tris-HCl a pH 7,0 + NaCl (1,0 mol L-1) + imidazol (2 mmol L-1), NaP a pH 7,0 + 

% % %

I 2,05 ± 0,21 100,00 1,93 ± 0,01 100,00 2,14 ± 0,19 100,00

L 0,35 ± 0,18 16,82 0,07 ± 0,01 3,64 0,93 ± 0,06 43,45

E 1,35 ± 0,00 65,84 1,58 ± 0,07 81,74 1,11 ± 0,16 52,00

R 0,50 ± 0,00 24,21 0,23 ± 0,06 11,67 0,24 ± 0,01 11,03

Rec. 2,19 ± 0,18 106,86 1,87 ± 0,03 97,05 2,28 ± 0,21 106,48

PT (mg)
Frações

MOPS Tris-HCl NaP

PT (mg) PT (mg)

% % %

I 2,12 ± 0,38 100,00 2,25 ± 0,10 100,00 2,12 ± 0,09 100,00

L 1,62 ± 0,30 76,01 0,57 ± 0,02 25,43 1,80 ± 0,06 85,15

E 0,50 ± 0,14 23,68 1,52 ± 0,09 67,75 0,45 ± 0,02 21,07

R 0,08 ± 0,05 3,57 0,12 ± 0,01 5,44 0,06 ± 0,06 2,60

Rec. 2,19 ± 0,48 103,26 2,22 ± 0,10 98,62 2,30 ± 0,09 108,83

Frações
MOPS Tris-HCl NaP

PT (mg) PT (mg) PT (mg)

Eluição

Frações % %

I 2,53 ± 0,21 100,00 2,10 ± 0,48 100,00

L 0,04 ± 0,00 1,76 0,03 ± 0,01 1,30

E 2,20 ± 0,15 86,89 0,12 ± 0,08 5,62

R 0,33 ± 0,05 13,00 2,00 ± 0,41 95,43

Rec. 2,57 ± 0,48 101,65 2,15 ± 0,51 102,35

MOPS pH 6,5 + 

Imidazol                  

(100 mmol L
-1

)

Acetato pH 4,0      

(25 mmol L
-1

)

PT (mg) PT (mg)
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imidazol (2 mmol L-1). Leito: 3,0 mL de criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. 

Eluição: Respectivo tampão + imidazol (100 mmol L-1) ou acetato de sódio a pH 4,0. 

Regeneração: EDTA a pH 7,0. Quantificação pela metodologia de Bradford (1976). PT: 

Proteínas Totais; I: Injeção; L: Lavagem; E: Eluição; R: Regeneração; Rec.: 

Recuperação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

% % % % %

I 2,35 ± 0,31 100,00 2,17 ± 0,16 100,00 2,89 ± 0,24 100,00 2,26 ± 0,05 100,00 2,45 ± 0,13 100,00

L 0,45 ± 0,09 19,19 2,00 ± 0,05 92,53 1,52 ± 0,04 52,55 0,50 ± 0,02 21,92 0,23 ± 0,03 9,58

E 1,65 ± 0,24 70,26 0,02 ± 0,02 0,75 1,32 ± 0,21 45,68 0,38 ± 0,06 16,68 1,91 ± 0,04 77,87

R 0,38 ± 0,01 15,98 0,13 ± 0,06 5,80 0,20 ± 0,02 6,93 1,47 ± 0,04 64,85 0,25 ± 0,04 10,11

Rec. 2,48 ± 0,34 105,43 2,15 ± 0,00 99,08 3,04 ± 0,27 105,16 2,34 ± 0,00 103,45 2,39 ± 0,10 97,57

MOPS pH 6,5

PT (mg)

Frações
MOPS pH 7,0

Tris-HCl pH 7,0 +          

NaCl (1,0 mol L
-1

)
NaP pH 7,0

MOPS pH 7,0        

(E: acetato)

PT (mg) PT (mg) PT (mg) PT (mg)
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APÊNDICE B. CROMATOGRAMAS, BALANÇOS DE MASSA E 

ELETROFORESES DOS ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS REALIZADOS 

COM SORO HUMANO 

 

Figura B. 1 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão MOPS a pH 7,0; W - 

Lavagem: Tampão MOPS a pH 7,0; E - Eluição: Tampão MOPS a pH 7,0 + NaCl 

(1,0 mol L-1). M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; hIgG: 

marcador de IgG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. 

 

 

 

 

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

0 5 10 15 20 25

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 d
e 

p
ro

te
ín

as
  

  
  

 

(m
g
 m

L
-1

)

Número de Frações

(a) (b) (c)(1)

(2)

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

0 5 10 15 20 25

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 d
e 

p
ro

te
ín

as
  

  
  

 

(m
g
 m

L
-1

)

Número de Frações

(a) (b) (c)



157 

 

Figura B. 2 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão Tris-HCl a pH 7,0; W - 

Lavagem: Tampão Tris-HCl a pH 7,0; E - Eluição: Tampão Tris-HCl a pH 7,0 + NaCl 

(1,0 mol L-1). M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; hIgG: 

marcador de IgG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. 
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Figura B. 3 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão NaP a pH 7,0; W - 

Lavagem: Tampão NaP a pH 7,0; E - Eluição: Tampão NaP a pH 7,0 + NaCl 

(1,0 mol L-1). M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; hIgG: 

marcador de IgG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. 
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Figura B. 4 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão MES a pH 5,5; W - 

Lavagem: Tampão MES a pH 5,5; E - Eluição: Tampão MES a pH 5,5 + NaCl 

(1,0 mol L-1). M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; hIgG: 

marcador de IgG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. 
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Figura B. 5 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão MOPS a pH 6,5; W - 

Lavagem: Tampão MOPS a pH 6,5; E - Eluição: Tampão MOPS a pH 6,5 + NaCl 

(1,0 mol L-1). M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; hIgG: 

marcador de IgG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. 
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Figura B. 6 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão MOPS a pH 7,0 + imidazol 

(2 mmol L-1); W - Lavagem: Tampão MOPS a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1); E - 

Eluição: Tampão MOPS a pH 7,0 + Imizadol (100 mmol L-1); R - Regeneração: EDTA 

a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; R: pool 

das frações da regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; hTRF: 

transferrina; HSA: albumina. 
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Figura B. 7 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão MOPS a pH 7,0 + NaCl 

(100 mmol L-1) + Imidazol (2 mmol L-1); W - Lavagem: Tampão MOPS a pH 7,0 + 

NaCl (100 mmol L-1) + imidazol (2 mmol L-1); E - Eluição: Tampão MOPS a pH 7,0 + 

NaCl (100 mmol L-1) + imizadol (100 mmol L-1); R - Regeneração: EDTA a pH 7,0. M: 

marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de lavagem mais 

concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; R: pool das frações da 

regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; hTRF: transferrina; 

HSA: albumina. 
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Figura B. 8 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão Tris-HCl a pH 7,0 + NaCl 

(1000 mmol L-1) + imidazol (2 mmol L-1); W - Lavagem: Tampão Tris-HCl a pH 7,0 + 

NaCl (1000 mmol L-1) + imidazol (2 mmol L-1); E - Eluição: Tampão Tris-HCl a 

pH 7,0 + NaCl (1000 mmol L-1) + Imizadol (100 mmol L-1); R - Regeneração: EDTA a 

pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; R: pool 

das frações da regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; hTRF: 

transferrina; HSA: albumina. 
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Figura B. 9 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão NaP a pH 7,0 + imidazol 

(2 mmol L-1); W - Lavagem: Tampão NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1); E - 

Eluição: Tampão NaP a pH 7,0 + Imizadol (100 mmol L-1); R - Regeneração: EDTA a 

pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; R: pool 

das frações da regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; hTRF: 

transferrina; HSA: albumina. 
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Figura B. 10 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão MOPS a pH 6,5 + Imidazol 

(2 mmol L-1); W - Lavagem: Tampão MOPS a pH 6,5 + imidazol (2 mmol L-1); E - 

Eluição: Tampão MOPS a pH 6,5 + imizadol (100 mmol L-1); R - Regeneração: EDTA 

a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; R: pool 

das frações da regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; hTRF: 

transferrina; HSA: albumina. 
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Figura B. 11 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão MOPS a pH 7,0 + NaCl 

(100 mmol L-1) + imidazol (2 mmol L-1); W - Lavagem: Tampão MOPS a pH 7,0 + 

NaCl (100 mmol L-1) + imidazol (2 mmol L-1); E – Eluição: MOPS a pH 7,0 + NaCl 

(100 mmol L-1) + imidazol (100 mmol L-1); R - Regeneração: Solução EDTA a pH 7,0. 

M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de lavagem mais 

concentradas; E: pool das frações da eluição mais concentradas; R: pool das frações da 

regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; hTRF: transferrina; 

HSA: albumina. 
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Figura B. 12 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão MOPS a pH 7,0 + imidazol 

(2 mmol L-1); W - Lavagem: Tampão MOPS a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1); E – 

Eluição: MOPS a pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1); R - Regeneração: Solução EDTA 

a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações da eluição mais concentradas; R: pool 

das frações da regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; hTRF: 

transferrina; HSA: albumina. 
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Figura B. 13 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão MOPS a pH 6,5 + imidazol 

(2 mmol L-1); W - Lavagem: Tampão MOPS a pH 6,5 + imidazol (2 mmol L-1); E – 

Eluição: MOPS a pH 6,5 + imidazol (100 mmol L-1); R - Regeneração: Solução EDTA 

a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações da eluição mais concentradas; R: pool 

das frações da regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; hTRF: 

transferrina; HSA: albumina. 
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Figura B. 14 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão NaP a pH 7,0 + imidazol (2 

mmol L-1); W - Lavagem: Tampão NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1); E – Eluição: 

NaP a pH 7,0 + imidazol (100 mmol L-1); R - Regeneração: Solução EDTA a pH 7,0. 

M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de lavagem mais 

concentradas; E: pool das frações da eluição mais concentradas; R: pool das frações da 

regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; hTRF: transferrina; 

HSA: albumina. 
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Figura B. 15 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), 

balanço de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorção de proteínas do 

soro humano em PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. 

Legenda: I - Injeção: 75 μL de soro em 1050 μL de tampão Tris-HCl a pH 7,0 + NaCl 

(1000 mmol L-1) + imidazol (2 mmol L-1); W - Lavagem: Tampão Tris-HCl a pH 7,0 + 

NaCl (1000 mmol L-1) + imidazol (2 mmol L-1); E - Eluição: Tampão Tris-HCl a 

pH 7,0 + NaCl (1000 mmol L-1) + imidazol (100 mmol L-1); R - Regeneração: EDTA a 

pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injeção; W: pool das frações de 

lavagem mais concentradas; E: pool das frações de eluição mais concentradas; R: pool 

das frações da regeneração mais concentradas; IgG: marcador de hIgG humana; hTRF: 

transferrina; HSA: albumina. 
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APÊNDICE C. CURVA DE CALIBRAÇÃO DE hIgG PARA OS 

EXPERIMENTOS DE IMUNODIFUSÃO RADIAL 

 

Figura C. 1 – Curva de calibração de hIgG para os experimentos de imunodifusão 

radial (RID) 
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APÊNDICE D. CROMATOGRAMAS, BALANÇOS DE MASSA E 

ELETROFORESES DOS ENSAIOS DE CURVA DE RUPTURA REALIZADOS 

COM SORO HUMANO 

 

Figura D. 1 - Experimento (1) para obtenção de cromatograma (a), balanço de massa 

(b) e eletroforese (c) da curva de ruptura de adsorção de proteínas do soro humano em 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. Legenda: I - 

Injeção: 38 mL de 2,0 mL de soro humano diluído 15 vezes em tampão NaP a pH 7,0 + 

imidazol (2 mmol L-1); F – Flowthrough: Proteínas não adsorvidas durante a injeção; W 

- Lavagem: Tampão NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1); E – Eluição: NaP a pH 7,0 

+ imidazol (100 mmol L-1); R - Regeneração: EDTA a pH 7,0. M: marcador de alta 

massa molecular; I: injeção; 2 a 6: primeiras frações (Volume: 1,0 mL cada) do 

flowthrough coletadas; F: pool das demais frações do flowthrough; W: pool das frações 

de lavagem mais concentradas; E: pool das frações da eluição mais concentradas; R: 

pool das frações da regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; 

hTRF: transferrina; HSA: albumina. 
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Figura D. 2 – Duplicata (2) para obtenção de cromatograma (a), balanço de massa (b) e 

eletroforese (c) da curva de ruptura de adsorção de proteínas do soro humano em 

PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+. Leito: 3,0 mL. Vazão: 2,0 mL min-1. Legenda: I - 

Injeção: 28 mL de 2,0 mL de soro humano diluído 15 vezes em tampão NaP a pH 7,0 + 

imidazol (2 mmol L-1); F – Flowthrough: Proteínas não adsorvidas durante a injeção; W 

- Lavagem: Tampão NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L-1); E – Eluição: NaP a pH 7,0 

+ imidazol (100 mmol L-1); R - Regeneração: EDTA a pH 7,0. M: marcador de alta 

massa molecular; I: injeção; 2 a 6: primeiras frações (Volume: 1,0 mL cada) do 

flowthrough coletadas; F: pool das demais frações do flowthrough; W: pool das frações 

de lavagem mais concentradas; E: pool das frações da eluição mais concentradas; R: 

pool das frações da regeneração mais concentradas; hIgG: marcador de IgG humana; 

hTRF: transferrina; HSA: albumina. 
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APÊNDICE E. MEDIDA DE CONDUTIVIDADE DOS TAMPÕES UTILIZADOS 

NOS ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS 

 

Tabela B. 1 - Condutividade (mS cm-1) mensurada nos tampões preparados 

 

 

pH
Condutividade 

(mS cm
-1

)

5,5 0,39

5,5 66,34

6,5 0,39

6,5 66,15

6,5 0,36

6,5 7,46

7,0 0,76

7,0 10,50

7,0 66,52

7,0 0,72

7,0 4,94

7,0 10,09

7,0 14,71

7,0 3,05

7,0 66,44

7,0 3,06

7,0 7,00

7,0 12,52

7,0 14,76

7,0 2,06

7,0 66,50

7,0 2,13

7,0 7,28

7,0 11,34

7,0 16,19

MOPS (25 mmol L
-1
) + NaCl (1 mol L

-1
)

Tampão

MES (25 mmol L
-1
)

MES (25 mmol L
-1
) + NaCl (1 mol L

-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
)

NaP (25 mmol L
-1

) + NaCl (0,1 mol L
-1
) + Imidazol (2 mmol L

-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
) + Imidazol (2 mmol L

-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
) + Imidazol (100 mmol L

-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
) + NaCl (1 mol L

-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
) + Imidazol (2 mmol L

-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
) + Imidazol (100 mmol L

-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
) + NaCl (0,1 mol L

-1
) + Imidazol (100 mmol L

-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
) + NaCl (0,1 mol L

-1
) +  Imidazol (2 mmol L

-1
)

MOPS (25 mmol L
-1
) + NaCl (0,1 mol L

-1
)

NaP (25 mmol L
-1

)

NaP (25 mmol L
-1

) + NaCl (1 mol L
-1

)

Tris-HCl (25 mmol L
-1
) + Imidazol (100 mmol L

-1
)

Tris-HCl (25 mmol L
-1
) + NaCl (0,1 mol L

-1
) + Imidazol (2 mmol L

-1
)

Tris-HCl (25 mmol L
-1
) + NaCl (0,1 mol L

-1
) + Imidazol (100 mmol L

-1
)

NaP (25 mmol L
-1

) + NaCl (0,1 mol L
-1
) + Imidazol (100 mmol L

-1
)

NaP (25 mmol L
-1

) + Imidazol (2 mmol L
-1
)

NaP (25 mmol L
-1

) + Imidazol (100 mmol L
-1

)

Tris-HCl (25 mmol L
-1
)

Tris-HCl (25 mmol L
-1
) + NaCl (1 mol L

-1
)

Tris-HCl (25 mmol L
-1
) + Imidazol (2 mmol L

-1
)


	CAPA
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	1.1. OBJETIVO
	1.2. ESTRATÉGIA DE TRABALHO

	2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	2.1. ANTICORPOS E IMUNOGLOBULINA G
	2.2. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE E CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR ÍONS METÁLICOS IMOBILIZADOS
	2.2.1. Fundamentos de IMAC
	2.2.2. Íons metálicos empregados em IMAC
	2.2.3. Agentes quelantes empregados em IMAC
	2.2.4. Suportes sólidos empregados em IMAC

	2.3. CRIOGÉIS MONOLÍTICOS
	2.4. POLIACRILAMIDA
	2.5. QUITOSANA
	2.6. CRIOGÉIS MONOLÍTICOS DE POLIACRILAMIDA-QUITOSANA
	2.7. ADSORÇÃO
	2.7.1. Cinética
	2.7.2.  Adsorção no equilíbrio para obtenção de isotermas
	2.7.3. Curvas de ruptura


	3. MATERIAIS E MÉTODOS
	3.1. MATERIAIS
	3.1.1. Reagentes
	3.1.2. Equipamentos

	3.2. MÉTODOS
	3.2.1. Preparação das soluções de quitosana
	3.2.2. Síntese de criogel de poliacrilamida e quitosana
	3.2.2.1. Variação na concentração de alil-glicidil-éter (AGE) e glutaraldeído (GA)
	3.2.2.2. Ativação do criogel PAAm-CS com epicloridrina (ECH)
	3.2.2.3. Imobilização do agente quelante IDA

	3.2.3. Quantificação de íons metálicos quelatados pelo criogel com IDA imobilizado
	3.2.4. Ensaios cromatográficos
	3.2.4.1. Experimentos cromatográficos com hIgG e soro humano
	3.2.4.2. Ensaios cromatográficos com hIgG e soro humano em criogel com íons Cu2+ e Ni2+ imobilizados

	3.2.5. Curva de ruptura de adsorção do criogel
	3.2.6. Cinética de adsorção de hIgG
	3.2.7. Isotermas de adsorção de hIgG
	3.2.8. Métodos analíticos
	3.2.8.1. Capacidade de intumescimento
	3.2.8.2. Estimativa da porosidade
	3.2.8.3. Quantificação da capacidade do criogel em se ligar à água presente no ar
	3.2.8.4. Determinação da resistência ao fluxo do criogel
	3.2.8.5. Estudo de degradação in vitro do criogel
	3.2.8.6. Cálculo do rendimento de monômeros do criogel
	3.2.8.7. Medição do ponto de carga superficial zero do criogel
	3.2.8.8. Morfologia do criogel
	3.2.8.9. Eletroforese SDS-PAGE
	3.2.8.10. Imunodifusão radial (RID)
	3.2.8.11. Dosagem de proteínas totais



	4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1. SÍNTESE E CARACTERIZAÇÕES VISUAIS DOS CRIOGÉIS
	4.1.1. Estudos da variação da composição dos criogéis
	4.1.1.1. Criogéis sintetizados com GA
	4.1.1.2. Criogéis sintetizados com AGE
	4.1.1.3. Ativação do criogel de PAAm-CS com ECH

	4.1.2. Estudo da variação da composição em criogéis sintetizados com solução de CSLM
	4.1.3. Estudo da variação da composição em criogéis sintetizados com solução de CSLM6

	4.2. IMOBILIZAÇÃO DO AGENTE QUELANTE IDA E QUANTIFICAÇÃO DE Cu2+ E Ni2+ QUELATADOS PELOS CRIOGÉIS
	4.3. CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA
	4.4. CARACTERIZAÇÕES FÍSICAS
	4.4.1. Rendimento de monômeros em criogel de PAAm-CS-GA-AGE
	4.4.2. Degradação in vitro de criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA
	4.4.3. Determinação do ponto de carga zero do criogel

	4.5. ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS COM hIgG PRÉ-PURIFICADA
	4.5.1. Adsorção de hIgG em criogel de PAAm-CS-GA
	4.5.2. Adsorção de hIgG em criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA
	4.5.3. Adsorção de hIgG em criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Me2+
	4.5.3.1. PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+
	4.5.3.2. PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+


	4.6. ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS PARA PURIFICAÇÃO DE hIgG A PARTIR DO SORO HUMANO
	4.6.1. Purificação de hIgG a partir do soro humano em criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA
	4.6.2. Purificação de hIgG a partir do soro humano em criogel de PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Me2+
	4.6.2.1. PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Cu2+
	4.6.2.2. PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+

	4.6.3. Determinação da melhor condição de purificação de hIgG a partir de soro humano pelo criogel

	4.7. CURVA DE RUPTURA DO SORO HUMANO EM CRIOGÉIS DE PAAm-CS-GA-AGE-IDA-Ni2+
	4.8. CINÉTICA DE ADSORÇÃO DE hIgG
	4.9. ISOTERMA DE ADSORÇÃO DE hIgG

	5. CONCLUSÃO
	6. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	APÊNDICE A. BALANÇOS DE MASSA DE CROMATOGRAFIAS COM hIgG PRÉ-PURIFICADA
	APÊNDICE B. CROMATOGRAMAS, BALANÇOS DE MASSA E ELETROFORESES DOS ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS REALIZADOS COM SORO HUMANO
	APÊNDICE C. CURVA DE CALIBRAÇÃO DE hIgG PARA OS EXPERIMENTOS DE IMUNODIFUSÃO RADIAL
	APÊNDICE D. CROMATOGRAMAS, BALANÇOS DE MASSA E ELETROFORESES DOS ENSAIOS DE CURVA DE RUPTURA REALIZADOS COM SORO HUMANO
	APÊNDICE E. MEDIDA DE CONDUTIVIDADE DOS TAMPÕES UTILIZADOS NOS ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS

