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RESUMO 

As imunoglobulinas G (IgG) e seus fragmentos Fab, F(ab)’2 e Fv apresentam aplicações 

proeminentes nas áreas terapêuticas e de diagnósticos. Em determinadas situações em 

que a região Fc é dispensável e/ou deletéria, emprega-se preferencialmente fragmentos 

em relação à IgG não clivada. Tais aplicações requerem um elevado grau de pureza 

dessas biomoléculas. O elevado custo de obtenção de fragmentos pelas técnicas 

convencionais justifica a investigação de outras que possam proporcionar a obtenção 

dessas proteínas, combinando um menor custo com um elevado grau de pureza. Neste 

sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar a eficácia dos adsorventes 

agarose-CM-Asp-Ni(II), agarose-CM-Asp-Co(II), agarose-CM-Asp-Cu(II) e agarose-CM-

Asp-Zn(II)  na purificação dos fragmentos Fab de IgG humana  policlonal, a partir de 

uma solução de IgG clivada pela enzima papaína. O efeito do sistema tamponante, do 

íon metálico e do cloreto de sódio foram avaliados. A seletividade das condições 

cromatográficas foi avaliada por eletroforese SDS-PAGE, Western Blotting e 

imunodifusão radial. Os resultados indicaram que nas cromatografias conduzidas com o 

quelato CM-Asp-Co(II) com Hepes e Tris-HCl, na ausência de sal, os fragmentos Fab 

foram obtidos separados do Fc nas frações de eluição. Nas cromatografias em CM-Asp-

Ni(II) com Hepes e fosfato de sódio na presença de NaCl e em CM-Asp-Cu(II)  com 

Tris-HCl e fosfato de sódio na presença de NaCl, a biomolécula alvo foi obtida 

seletivamente nas frações não retidas (cromatografia negativa). Nas cromatografias em 

CM-Asp-Zn(II) não houve a recuperação seletiva dos fragmentos Fab. Os resultados 

das curvas de ruptura com os quelatos CM-Asp-Ni(II), CM-Asp-Co(II) e CM-Asp-Cu(II) 

revelaram a recuperação de 3,4 mg, 17,1 mg e 8,6 mg de Fab, respecticamente. Os 

fragmentos Fab foram obtidos  com pureza superior a 90%, sendo que para o ligante 

CM-Asp-Cu(II), segundo o western blot, os fragmentos Fab foram separados da IgG 

não clivada. Os resultados obtidos nas condições cromatográficas estudadas 

evidenciam a potencialidade do emprego dos quelatos CM-Asp-Ni(II), CM-Asp-Co(II) e 

CM-Asp-Cu(II), imobilizados em agarose, para purificação de fragmentos Fab obtidos 

da clivagem enzimática da IgG humana policlonal. 

Palavras chave: Fragmentos Fab, IMAC, Purificação, Imunoglobulina G  



 

viii 

 

  



 

ix 

 

 

 

  

ABSTRACT  

Immunoglobulins G (IgG) and their fragments Fab, F(ab)’2 and Fv are prominently 

applied as therapeutic and diagnostic tool. Fragments are preferably used rather than 

the uncleaved IgG, specially when the Fc portion is dispensable or prejudicial. For the 

mentioned applications, high purity preparations are required. The high costs associated 

with the conventional downstream processing of these biomolecules is the driving force 

to investigate purification techniques that can combine lower cost with high purification 

factor. Therefore, the goal of this work is to evaluate and compare the efficiency of CM-

Asp-Ni(II), CM-Asp-Co(II), CM-Asp-Cu(II)  and CM-Asp-Zn(II) adsorbents in the 

purification of Fab fragments from papain-digested human IgG. The effects of buffers, 

metal-ion and NaCl addition were also studied. The adsorbent/buffer selectivity towards 

the targeted molecule was evaluated by SDS-PAGE, Western Blotting and radial 

immunodiffusion assays. Chromatography with CM-Asp-Co(II) as chelated using Hepes 

and Tris-HCl buffers resulted in Fab recovery in the elution fractions. Whereas the 

chromatography with CM-Asp-Ni(II) and CM-Asp-Cu(II) both as chelated using Hepes 

sodium phosphate buffers with NaCl addition resulted in Fab selective recovery in non-

retained fractions (negative chromatography). The adsorbent CM-Asp-Zn(II) did not 

show Fab selective recovery. Breakthrough curves experiments showed that CM-Asp-

Ni(II), CM-Asp-Co(II) e CM-Asp-Cu(II) recovered Fab with purity higher than 90% . 

When chelated CM-Asp-Cu(II) was use as ligands, Fab fragments were recovery 

separated from intact IgG  as shown in western blot. Results obtained in the 

chromatographic conditions studied showed the potential use of CM-Asp-Ni(II), CM-Asp-

Co(II) and CM-Asp-Cu(II) immobilized in agarose for the purification of Fab fragments 

from cleaved human polyclonal IgG. 

 Keywords: Fragment Fab; IMAC; Purification; Immunoglobulin G.   
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO 

As imunoglobulinas G (IgG) são relevantes anticorpos presentes no plasma 

animal que apresentam a finalidade de reconhecer e se ligar a antígenos específicos, 

impedindo a ligação desses aos receptores de células hospedeiras. As IgGs são 

moléculas muito utilizadas em testes diagnósticos (LENHARDT et al., 2004), em 

terapias, tais como tratamento de câncer, infecções, e doenças degenerativas 

(ELBAKRI et al., 2010) e como ligantes de afinidade em processos de purificação de 

proteínas (MARASCO e SUI, 2007).  

As IgGs, quando clivada pelas enzimas proteolíticas papaína e pepsina, são 

reduzidas em fragmentos. Ao ser clivada pela enzima papaína libera um fragmento Fc e 

dois fragmentos Fab, os quais possuem massa molar de aproximadamente 50 kDa e 55 

kDa, respectivamente. Ao ser clivada pela enzima pepsina libera um fragmento F(ab´2) 

e dois fragmentos Fc`, os quais possuem massa molar de aproximadamente 110 kDa e 

25 kDa, respectivamente (LENHINGHER et al., 2002; ABBAS e LICHTMAN, 2003). Por 

possuírem massa molar e tempo de meia-vida inferiores ao da IgG intacta, seus 

fragmentos apresentam um menor tempo de depuração plasmática e a transferência de 

massa desses nos tecidos alvo ocorre com mais facilidade (CHAMES, et al., 2009). Em 

determinadas finalidades, tais como nos tratamentos de isquemia cardíaca, doença 

degenerativa dos olhos e envenenamento pela picada de serpentes, nos diagnósticos 

por imagem in vivo e nos tratamentos de alguns cânceres (HOLLIGER e HUDSON, 

2005), nas quais a porção Fc é dispensável, a utilização dos fragmentos F(ab´2) e Fab 

é preferível em relação à IgG não clivada.  

Um dos requisitos para o emprego da IgG e de seus fragmentos em diagnósticos 

in vitro, terapias e imagens in vivo é que essas biomoléculas apresentem um elevado 

grau de pureza. Estima-se que a aplicação dos fragmentos de anticorpos nesses 

segmentos representa, aproximadamente, 6 bilhões de dólares por ano (HOLLIGER e 

HUDSON, 2005). Os custos para a purificação de bioprodutos são um fator relevante na 
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produção, uma vez que correspondem a 45 a 92% do custo total (STRAATHOF, 2011). 

Portanto, é necessário o desenvolvimento de estudos visando o emprego de técnicas 

de baixo custo e a redução do número de operações envolvidas nos processos de 

purificação e recuperação de biomoléculas.  

A purificação de IgG e de seus fragmentos é, normalmente, realizada por meio 

da técnica de cromatografia de afinidade, empregando como ligantes a proteína A ou 

proteína G (HUSE et al., 2002). No entanto, há alguns problemas decorrentes da 

utilização desses ligantes, tais como sua inativação após sucessivos ciclos de 

purificação e a necessidade de condições drásticas de eluição devido a alta afinidade 

desses ligantes pelas imunoglobulinas, podendo, como consequência, desnaturar o 

anticorpo, inativando-o e desprender o ligante da matriz (ROQUE et al., 2005; ROQUE 

et al., 2007; DENIZLI, 2011; AYYAR et al., 2012). Além disso, ligantes bioespecíficos 

apresentam custo elevado. Diante desses inconvenientes, muitos autores têm 

propostos outras técnicas ou substitutos desses ligantes, que possam proporcionar a 

obtenção desses biocompostos combinando baixo custo com um elevado grau de 

pureza. Uma das alternativas à esses ligantes são os pseudobioespecíficos, tais como 

os tiofílicos (LUTOMSKI et al.; 1995; GUERRIER et al., 2001), aminoácidos (BUENO et 

al., 1995),  peptídeos (YANG et al., 2009) e os íons metálicos imobilizados (VANÇAN et 

al., 2002; TODOROVA-BALVAY et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008). 

Os íons metálicos imobilizados são empregados na técnica denominada de 

cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC), a qual tem como 

princípio a afinidade entre os íons metálicos imobilizados em uma matriz sólida por 

determinados resíduos de aminoácidos acessíveis na superfície de uma biomolécula 

em solução (PORATH, 1988). Em relação à cromatografia de afinidade empregando as 

proteínas A e G como ligantes, essa técnica apresenta as vantagens de apresentar um 

menor custo, de possibilitar várias regenerações da coluna sem que suas propriedades 

sejam alteradas e de permitir a eluição da biomolécula adsorvida em condições mais 

brandas (PORATH, 1992; RIBEIRO, et al., 2008; YAVUZ et al., 2012).  

Embora a técnica de IMAC apresente tais vantagens, há algumas limitações na 

sua utilização. Entre elas, a possibilidade do desprendimento dos íons metálicos 
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quelatados, acarretando a contaminação da proteína de interesse e, 

consequentemente, comprometendo a utilização terapêutica dessas, uma vez que 

esses metais são tóxicos e muitos são cancerígenos (CHEUNG et al., 2012). No 

entanto, esse inconveniente pode ser contornado por meio da eliminação dos íons 

metálicos empregando a diafiltração ou injetando a solução contendo a proteína alvo 

em uma coluna cromatográfica contendo um agente pentadentado imobilizado, como o 

TED (tris(carboximetil)etilenodiamina), o qual captura os íons metálicos desprendidos. 

Outra desvantagem da técnica de IMAC é a possível captura do íon metálico pela 

proteína de interesse, influenciando negativamente a função biológica e 

impossibilitando a sua aplicação terapêutica (PORATH, 1992; GUTIÉRREZ et al., 2007; 

BRESOLIN et al., 2009). 

Nessa técnica, um agente quelante, tal como ácido iminodiacético (IDA), é 

imobilizado por meio de ligações covalentes em uma matriz sólida. Posteriormente, um 

íon metálico é quelatado a esse agente por meio de ligações de coordenação. A 

biomolécula alvo é, então, adsorvida pela formação de ligações de coordenação entre 

os íons metálicos imobilizados e determinados resíduos de aminoácidos acessíveis na 

superfície da biomolécula, por exemplo, o anel imidazol (PORATH, 1992). 

Em 1994, Hale e Beidler propuseram que uma região rica em histidina na região 

de domínio constante CH3 da cadeia pesada de IgG1 monoclonal seria responsável 

pela adsorção de IgG ao quelato metálico IDA-Ni(II). Mais tarde, Vançan e 

colaboradores (2002) demostraram a potencialiade dos íons metálicos Co(II), Cu(II), 

Ni(II), Zn(II), quelatados ao IDA, para a purificação de IgG a partir do plasma humano. A 

fim de elucidar a interação entre íons metálicos quelatados ao IDA e anticorpos, 

Todorova-Balvay e colaboradores (2004), por meio de cálculos computacionais, 

revelaram a presença de um cluster de histidina no fragmento Fc das IgG, o qual foi 

relacionado a afinidade dos fragmentos Fc’ pelos quelatos IDA-Zn(II) e IDA-Co(II).  

Estudos explorando a técnica IMAC têm revelado que a purificação de IgG é 

influenciada pelo tipo de agente quelante (RIBEIRO, et al., 2008; BRESOLIN, et al., 

2010; MING 2011), tipo de íon metálico imobilizado (SERPA et al., 2005; RIBEIRO, et 

al., 2008; BRESOLIN, et al., 2010) e pelas características da fase móvel como, tampão 
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de adsorção (VANÇAN et al., 2002), pH (LIOU et al., 2008) e força iônica (PAVAN, 

2011; MING, 2011).  

O quelato metálico, ou seja, o agente quelante e o íon metálico,tem um grande 

efeito na capacidade e na seletividade do íon metálico em adsorver proteínas em 

processos de purificação de biomoléculas por IMAC. Quanto mais polidentado for o 

agente quelante, mais estáveis são os quelatos formados entre o agente quelante e os 

íons metálicos, porém, mais fraca a interação do metal com a proteína (número menor 

de sítios livres para interação) (GABERC-POREKAR e MENART, 2001; TODOROVA e 

VIJAYALAKSHMI, 2006; PRASANA e VIJAYALAKSHMI, 2010;).  

Estudos recentes têm demonstrado que o agente quelante tetradentado ácido 

aspártico carboximetilado (CM-Asp) quelatado a íons metálicos de transição, 

proporcionou maior grau de pureza quando comparado com o tridentado IDA e com o 

pentadentado TED, na purificação de proteínas naturais que apresentam resíduos de 

histidina acessíveis em sua superfície e proteínas recombinantes com cauda de 

histidina (BRESOLIN et al., 2009; de GÓES et al., 2010). O estudo comparativo entre os 

agentes quelantes IDA e CM-Asp, revelou a potencialidade do quelato CM-Asp-Co(II) 

para purificação de IgG a partir do soro humano (MING, 2011). Nesse trabalho, o autor 

relatou a recuperação dessa proteína com alta pureza.  

Recentemente, da Silva e colaboradores (2014) investigaram a utilização do 

metal Ni(II) quelatado ao agente quelante tris-2(aminoetil)amina (TREN) para a 

purificação de fragmentos Fab de IgG adicionados artificialmente em extrato de soja. Os 

fragmentos foram recuperados com uma pureza superior a 90%. 

Os estudos citados anteriormente sugerem a potencialidade de IMAC para os 

processos de recuperação e purificação de anticorpos e seus fragmentos. Baseando-se 

nesses estudos, pressupõem-se que uma contribuição para processos de purificação 

de fragmentos Fab seria combinar a seletividade proporcionada pelo agente quelante 

CM-Asp, com a afinidade que os metais de transição Co(II), Cu(II), Ni(II), Zn(II) 

apresentam por resíduos de histidina acessíveis. Uma vez que os fragmentos Fc das 

IgGs apresentam um cluster de histidina, é possível que essas biomoléculas sejam 

adsorvidas ao quelato metálico, permitindo a recuperação dos fragmentos Fab nas 
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frações não retidas da cromatografia. As características do tampão de adsorção, por 

influenciar as interações entre proteínas e ligantes, poderiam ser manipuladas a fim de 

se recuperar os fragmentos Fab com um elevado grau de pureza. 

1.2. Objetivo 

Este trabalho teve como objetivo o estudo da purificação de fragmentos Fab 

obtidos por meio da clivagem enzimática da IgG humana policlonal em agarose 

contendo o agente quelante CM-Asp imobilizado, avaliando os efeitos do íon metálico 

(Cu(II), Ni(II), Co(II) e Zn(II)), do sistema tamponante (Hepes, Tris-HCl e fosfato de 

sódio) e do cloreto de sódio. 

 Para atingir esse objetivo, foram propostas as seguintes etapas: 

 

a- Ativação do gel agarose com epicloridrina e imobilização do agente 

quelante CM-Asp; 

b- Cromatografias em géis de agarose contendo os quelatos CM-Asp-Ni(II), 

CM-Asp-Co(II), CM-Asp-Cu(II) e CM-Asp-Zn(II) imobilizados, empregando os sistemas 

tamponantes Hepes, Tris-HCl e fosfato de sódio na ausência e presença de cloreto de 

sódio;  

c- Avaliação da purificação de fragmentos Fab por meio do rendimento, fator 

de purificação e grau de pureza; 

d- Determinação de curvas de ruptura (breakthrough) empregando as 

condições cromatográficas que proporcionaram os melhores resultados de purificação 

de fragmentos Fab, com a finalidade de determinar o ponto de ruptura e a capacidade 

dinâmica do adsorvente. 
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CAPÍTULO 2: REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. As imunoglobulinas e seus fragmentos  

As imunoglobulinas são anticorpos presentes no plasma animal, produzidas por 

células do sistema adaptativo imune, denominadas de linfócitos B. Essas células, na 

presença de antígenos, secretam as imunoglobulinas as quais possuem a função de 

permear o plasma reconhecendo e se ligando a um antígeno específico e, 

consequentemente, dificultando a ligação desses antígenos aos receptores de células 

hospedeiras (ALBERTS et al., 2008).  

Os anticorpos podem ser classificados em monoclonais ou policlonais de acordo 

com a origem. Os anticorpos derivados de diferentes clones de linfócitos B são 

denominados de policlonais e apresentam diferentes sítios de ligações ao antígeno e 

especificidade. Por outro lado, os monoclonais são derivados de um único clone de 

linfócito B, apresentando, portanto, um único sítio de ligação ao antígeno e uma 

especificidade definida (TAMASHIRO e AUGUSTO, 2008). 

A estrutura química das imunoglobulinas foi elucidada primeiramente pelos 

pesquisadores Rodney Porter e Gerald Edelman nas décadas de 50 e 60, 

respectivamente. Essas são glicoproteínas que apresentam em suas estruturas de 82 a 

96% de aminoácidos e 4 a 18% de carboidratos. As imunoglobulinas são constituídas 

por quatro cadeias polipeptídicas, as quais são interligadas por ligações dissulfeto 

(Figura 2.1). Duas dessas cadeias são denominadas de cadeia pesada e apresentam 

massa molar de 50 a 70 kDa. As outras duas são conhecidas por cadeia leve e 

possuem de massa molar de 25 kDa (ALBERTS et al.,  2008). 

 As cadeias pesadas e leves apresentam um domínio variável designado por VH 

e VL, respectivamente. Cada domínio variável compreende uma sequência variável de 
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aminoácidos denominada de região determinante de complementariedade (CDR) 

(AYYAR et al., 2012). 

Figura 2.1: Estrutura das imunoglobulinas, com as regiões de domínios constantes CH1, CH2 
e CH3 para a cadeia pesada e CL para a cadeia leve e com as regiões de domínio 
variável designado por VH e VL (a). Esquema das regiões determinantes de 
complementariedade (CDR) dos anticorpos e sítio de ligação ao antígeno (b). (Fonte: Adaptado 
de ALBERTS et al.,  2008). 
 

Nas cadeias leves e pesadas, também se encontram as regiões de domínios 

constantes, designadas por CH1, CH2 e CH3 para a cadeia pesada e CL para a cadeia 

leve (ALBERTS et al., 2008). As IgG estruturalmente possuem configuração na forma 

de Y e dois sítios de ligações ao antígeno, os epítopos, o que confere a habilidade de 

se ligarem simultaneamente a dois antígenos. Além disso, apresentam uma região 

flexível entre os domínios CH1 e CH2 (ABBAS e LICHTMAN, 2003). 

Nos mamíferos, há cinco classes de imunoglobulinas, as quais são classificadas 

em imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina D (IgD), imunoglobulina E (IgE), 

imunoglobulina G (IgG) e imunoglobulina M (IgM). Essas se diferenciam quanto à 

composição de aminoácidos nas regiões variáveis, quanto à massa molar, forma 

molecular e ponto isoelétrico (MEULENBROEK, 2008; ALBERTS et al., 2008).  

As imunoglobulinas G constituem a classe de anticorpos presentes em maior 

proporção no plasma sanguíneo, representando aproximadamente 75% das 

imunoglobulinas totais. Essas são subdividas em quatro subclasses IgG1, IgG2, IgG3 e 

IgG4 (MEULENBROEK, 2008). As IgG podem ser reduzidas em suas regiões 
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constituintes quando submetidas a ação das enzimas proteolíticas papaína, pepsina, 

tripsina, elastase, bromelina e ficina (GODING, 1983). No entanto, normalmente se 

emprega a papaína e a pepsina para se obter os fragmentos de IgG. A clivagem das 

IgG por meio da enzima papaína (Figura 2.2) origina três fragmentos de massas 

molares similares (ABBAS e LICHTMAN, 2003). 

 

Figura 2.2: Esquema dos fragmentos Fc e Fab obtidos pela clivagem das IgG pela enzima 
papaína. (Fonte: Adaptado de ABBAS e LICHTMAN, 2003). 
 
  Dois desses fragmentos são idênticos e denominados de Fab (ab, antigen-

binding). Os fragmentos Fab contêm o sítio de ligação ao antígeno, apresentam toda a 

cadeia leve e os domínios VH e CH1 das cadeias pesadas. O terceiro fragmento 

originado da clivagem das IgG, pela papaína, é denominado de Fc (c, crystallizable) e 

apresenta a região carboxiterminal das cadeias pesadas (PARSLOW, 1997). A porção 

Fc das IgG participa das funções biológicas de fagocitose de antígenos ligados a 

anticorpos, da ativação de mastócitos e do direcionamento e ativação de alguns 

linfócitos derivados da medula óssea. Essas funções são decorrentes da capacidade da 

região Fc se ligar a complexos protéicos presentes na superfície de macrófagos, 

monócitos, eosinófilos e outras células (ABBAS e LICHTMAN, 2003). 

As IgG também podem ser clivadas pela enzima pepsina (Figura 2.3) originando 

um fragmento F(ab)’2 e dois fragmentos Fc` (LENHINGHER et al., 2002). 
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Figura 2.3: Esquema dos fragmentos Fc`e F(ab)’2 obtidos pela clivagem das IgG com a enzima 
pepsina. (Fonte: Adaptado de ABBAS e LICHTMAN, 2003). 
 

 Além dos fragmentos obtidos por meio da clivagem proteolíticas das 

imunoglobulinas, existem os construídos por meio da tecnologia do DNA recombinante. 

Alguns exemplos desses fragmentos (Figura 2.4) são os scFv (single-chain antibody 

variable fragments), formados por um domínio variável da cadeia pesada e um da leve 

interligados por um peptídeo, os scAb (single-chain antibody fragment) formados por um 

domínio variável da cadeia pesada e um da leve e uma cadeia leve constante e os dsFv 

(disulfide-stabilized antibody variable fragments) formados por um domínio variável da 

cadeia pesada e um da leve, unidos por ligação dissulfeto (WEISSER e HAL, 2009; 

AYYAR et al., 2012). 

 

 

Figura 2.4: Esquema dos fragmentos scFv, scAb e dsFv formados pelas regiões de domínio 
variável designado por VH e VL das cadeias pesada e leve, respectivamente e pela região de 
domínio constante da cadeia leve, CL. (Fonte: Adaptado de AYYAR et al., 2012).  
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Os fragmentos Fab são obtidos por meio da clivagem das IgG com a enzima 

papaína (TERNYNCK e AVRAMEAS, 1987) ou por meio da tecnologia do DNA 

recombinante, utilizando diversos sistemas de expressão tais como, células de inseto 

(KURASAWA et al., 2013), bactérias (XIANG et al., 2002; MIETHE et al., 2013), células 

animais (ZHAO et al., 2009b) e plantas (WINICHAYAKUL et al., 2012). Os fragmentos 

Fab são caracterizados por apresentarem pontos isoelétricos de 7,0 a 9,5 e tempo de 

meia-vida de 0,3 a 0,8 dias. Os fragmentos Fab são constituídos pelas cadeias leves, 

as quais apresentam massa molar de aproximadamente 23 kDa. Tais cadeias podem 

ser classificadas em dois tipos: tipo kappa (), as quais representam cerca de 70% das 

imunoglobulinas humanas, ou lambda () (ABBAS e LICHTMAN, 2003).  

Em aplicações peculiares, nas quais a porção Fc é dispensável ou não 

desejável, a utilização dos fragmentos Fab é preferível em relação às IgG intacta. Essas 

aplicações compreendem diagnósticos com exibição de imagens in vivo, detecção de 

determinadas moléculas em tempo real (ERTURK et al., 2011), terapia gênica, 

tratamentos de cânceres (NISHIKAWA et al., 2012). Nesses casos, a presença da 

porção Fc resultaria na interação com receptores na superfície de diversos tipos de 

células, acarretando um alto tempo de meia vida, o que afeta negativamente as 

imagens de diagnósticos. Além disso, a interação da porção Fc com determinados 

receptores na superfície de células normais pode desencadear efeitos colaterais, por 

exemplo, a liberação intensa de citocinas (HOLLINGER e HUDSON, 2005; CHAMES et 

al., 2009; CONSTANTINOU et al., 2010). 

Nas aplicações citadas no parágrafo anterior, a utilização dos fragmentos Fab é 

preferível devido a menor massa molar em comparação com as IgG, possibilitando um 

menor tempo de interação com o antígeno e uma maior penetração nos tecidos 

tumorais (PILLAY et al., 2011). Hyytiä e colaboradores (2013) compararam a utilização 

entre um anticorpo monoclonal intacto, com os fragmentos Fab, F(ab`2) e Fab 

quimérico, o qual é um fragmento de camundongo contendo os domínios variáveis (VH 

e VL) de humanos. Nesse estudo, foi avaliada a especificidade de um imunoensaio 

para a quantificação do marcador bioquímico troponina cardíaca, presente no plasma 
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sanguíneo. Os autores reportaram maior especificidade do ensaio ao empregarem os 

fragmentos em relação às IgG, o que foi atribuído à ausência da região Fc, 

possibilitando a redução das interações não específicas. 

Em determinadas situações, o fato dos fragmentos Fab apresentarem menor 

tempo de meia vida in vivo, se comparado com os anticorpos intactos, pode ser uma 

desvantagem. Com a finalidade de contornar esse inconveniente, têm sido estudada a 

associação dos fragmentos com outras moléculas, por exemplo, polietilenoglicol e 

albuminas (WEISSER e HALL, 2009). Dennis e colaboradores (2007) compararam a 

utilização do fragmento Fab livre e associado com a albumina específicos para o 

marcador tumoral HER2 (receptor tipo 2 do factor de crescimento epidérmico humano). 

Os autores reportaram que ambas as moléculas apresentaram afinidade similares com 

o antígeno. No entanto, foi observado que o fragmento associado com a albumina 

apresentou maior tempo de residência no tecido cancerígeno, proporcionando, 

consequentemente, maior penetração nesses tecidos.  

Os anticorpos e seus fragmentos ocupam um lugar proeminente na indústria 

biofarmacêutica. Segundo informações de Yu (2012), estima-se que as vendas anuais 

de anticorpos, pelas principais empresas que os comercializam, superam 100 milhões 

de dólares. No mercado mundial, os anticorpos com finalidades terapêuticas 

movimentam 40 bilhões de dólares, os indicados para diagnóstico, 8 bilhões e os 

aplicados em pesquisa, 2 bilhões. Dentre esses, os monoclonais representam o 

segmento principal, movimentando aproximadamente 44,6 bilhões de dólares em 2011 

com perspectivas para atingir 58 bilhões em 2016 (KHOURY e LOWE, 2013). 

 Atualmente existem vários produtos terapêuticos e de diagnósticos que contém 

os fragmentos Fab, aprovados pelo FDA  “Food and Drug Administration”. Alguns 

exemplos encontram-se apresentados na Tabela 2.2. 

 Para serem utilizados com finalidades terapêuticas esses fragmentos devem se 

encontrar em um grau de pureza elevado e com sua função biológica preservada 

(HOLLIGER e HUDSON, 2005; ELBAKRI et al., 2010). Com a finalidade de se atender 

a esses requisitos, estudos têm sido realizados explorando diversas técnicas e 

condições de purificação das imunoglobulinas e de seus fragmentos.
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Tabela 2.2: Fragmentos Fab aprovados pelo FDA para uso terapêutico (Fonte: Adaptado de 

HANSEL et al., 2010). 

Nome 
comercial 

Descrição Indicação Empresa 
Ano de 

aprovação 
pelo FDA 

Reopro fragmento Fab 
monoclonal 

prevenção de isquemia 
cardíaca 

Centocor 1994 

Verluma fragmento Fab 
monoclonal 

detecção de células do 
pulmão cancerígenas 

Behringer 1996 

Tecnemab 
fragmentos Fab e 

F(ab`2) 
monoclonais 

diagnóstico de 
melanomas cutâneos Sorin 1996 

CEA-scan fragmento Fab 
monoclonal 

detecção de câncer 
colorretal 

Immunomecics 1996 

LeukoScan fragmento Fab 
monoclonal 

diagnóstico de 
infecções e inflamações 

em pacientes com 
osteomielite 

Immunomecics 1997 

Leucentis 

fragmento Fab 
expresso em E. 

coli e 
humanizado 

tratamento de 
degeneração macular Genentech 2006 

Cimzia 

fragmento Fab 
expresso em E. 

coli, humanizado 
e associado com 

PEG 

tratamento da doença 
de Crohn e artrite 

reumatóide 
Brussels 2009 

2.1.1. Purificação de fragmentos de IgG 

O desenvolvimento de novas técnicas a serem utilizadas nos processos de 

recuperação e purificação de fragmentos de IgG tem sido amplamente estudado. Esse 

fato é decorrente da necessidade de obter fragmentos a baixo custo, com elevado 

rendimento e grau de pureza superior a 95%, tornando-os propícios às aplicações 

terapêuticas (BURNOUF e RADOSEVICH, 2001). 

Tradicionalmente, os fragmentos Fab e F(ab)’2 são obtidos por meio da clivagem 

enzimática de IgG. Posteriormente, a separação dessas biomoléculas dos meios 

contendo IgG não clivada e fragmentos Fc e Fc`, pode ser conduzida combinando 

técnicas cromatográficas, as quais possibilitam a recuperação e purificação dessas 
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moléculas com uma pureza elevada, assegurando a eficácia clínica dessas e 

diminuindo possíveis riscos de imunogenicidade (KHOURY e LOWE, 2012). 

Dentre as técnicas empregadas nos processos de purificação de anticorpos e 

seus fragmentos, a cromatografia de afinidade é a mais difundida (AYYAR, 2012). A 

cromatografia de afinidade é uma técnica baseada na habilidade de biomoléculas se 

ligarem especificamente e de maneira reversível a substâncias imobilizadas em um 

suporte sólido. O ligante é um composto biológico ou químico, tal como proteínas, 

peptídeos, aminoácidos, corantes ou íons metálicos, o qual é imobilizado em uma 

matriz porosa ativada. A intensidade de associação entre o ligante e a biomolécula, 

indicada pelo valor da constante de dissociação, deve ser tal que permita a adsorção e 

a dessorção em condições que não comprometam a estabilidade da matriz ou a função 

biológica da proteína (JANSON e RYDÉN, 1989; TURKOVÁ, 2002; KAMIMURA e 

MAUGERI FILHO, 2005).  

A cromatografia de afinidade foi introduzida em 1910, quando o pesquisador 

Starkenstein estudou a purificação da enzima amilase. No entanto, foi com a 

descoberta da possibilidade de se utilizar a agarose como matriz cromatográfica por 

Hjerten (1962) e com ativação desse suporte, empregando brometo de cianogênio 

(CNBr), por Porath e colaboradores, em 1967, que se difundiu a utilização da 

cromatografia de afinidade (MONDAL e GUPTA, 2006.) 

Dentre as técnicas cromatográficas, a cromatografia de afinidade empregando 

ligantes bioespecíficos ou pseudobioespecíficos tem sido apresentada como uma 

operação que permite a separação de anticorpos e de seus fragmentos, em poucas 

etapas e com elevado grau de pureza. Tradicionalmente, essas biomoléculas são 

purificadas pela técnica de cromatografia de afinidade utilizando os ligantes 

bioespecíficos: proteínas A, G ou L. A proteína A é obtida da bactéria Staphylococcus 

aureus e apresenta afinidade pela porção Fc das IgG na junção entre os domínios CH2 

e CH3 e pela porção Fab nas regiões variáveis das cadeias pesadas (ISHIHARA et al., 

2005; AYAR et al., 2012)  

Em relação às IgG humana, a proteína A apresenta constante de dissociação 

molar de 10-7 mol/L e reconhece as subclasses IgG1, IgG2 e IgG4 (HUSE et al., 2002). 
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Essa proteína é um dos ligantes mais utilizados, em decorrência de sua capacidade de 

proporcionar a obtenção das IgG com 98% de pureza (GAGNON, 2012). 

Recentemente, Wang e colaboradores (2012) reportaram a utilização da precipitação 

por sulfato de amônio seguida da cromatografia de afinidade em proteína A imobilizada 

em matriz de agarose para a purificação do fragmento Fv ligado ao Fc (Fv-Fc), o qual 

foi expresso por meio da tecnologia do DNA recombinante em Pichia pastoris. Os 

autores relataram a recuperação de 55,5% do fragmento Fv-Fc, com uma pureza de 

95,7%. 

A proteína G, por sua vez, é isolada de linhagens de bactérias da família 

Streptococcus e é utilizada para a separação de anticorpos de origens não 

reconhecidas pela proteína A, por exemplo, as imunoglobulinas G de camundongos e a 

IgG3 humana (HUSE et al., 2002). A proteína G apresenta dois domínios que possuem 

afinidade pelo fragmento Fc das IgG e um terceiro domínio que apresenta afinidade 

pelo fragmento Fab (DERRICK e WIGLEY, 1994). 

A proteína L é obtida do micro-organismo Peptostreptococcus Magnus, 

apresenta constante de dissociação de 10-9 mol/L (ROQUE et al., 2005) e se liga 

fortemente as regiões Fab e F(ab`2) dos anticorpos. No entanto, essa proteína 

apresenta baixa seletividade, uma vez que reconhece as imunoglobulinas G, D e E que 

apresentam em sua estrutura as cadeias leve kappa 1, 3 e 4, as quais correspondem a 

50% das imunoglobulinas do plasma humano (STURA et al., 2002; ROQUE et al., 

2007).  

O emprego das proteínas A, G e L como ligante apresenta vários inconvenientes. 

Por serem ligantes obtidos a partir de fontes biológicas, apresentam um elevado custo 

envolvido na sua produção e purificação. Além disso, durante as etapas de sanitização 

da coluna, pode ocorrer o desprendimento desses ligantes da matriz, contaminando os 

anticorpos ou os fragmentos e sendo um potencial desencadeador de reações 

alérgicas, caso essas biomoléculas sejam empregadas em finalidades terapêuticas 

(BERELI et al., 2005). Associado a essas desvantagens, existe o impacto negativo na 

estabilidade e na função biológica da biomolécula a ser purificada, uma vez que a 

eluição é conduzida sob valores baixos de pH (2 a 3) (VIJAYALAKSHMI, 1989; BERELI 
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et al., 2005; ROQUE et al., 2007). 

Com a finalidade de contornar os inconvenientes inerentes desses ligantes 

bioespecíficos, nas últimas décadas, uma série de estudos tem investigado técnicas 

alternativas à cromatografia de afinidade e o emprego de ligantes substitutos às 

proteínas A, G e L. Esses estudos têm concentrado esforços para a obtenção dos 

anticorpos e seus fragmentos com um grau de pureza igual ou superior ao alcançado 

utilizando ligantes bioespecíficos, associado, a uma elevada recuperação, 

reprodutibilidade e baixo custo. 

Como uma alternativa à cromatografia de afinidade, Cheung e colaboradores 

(2003) exploraram a técnica de eletroforese capilar no fracionamento dos fragmentos 

Fc’ e F(ab)’2 dos anticorpos monoclonais do isotipo IgG1 e IgG2 murinos. Nesse método 

de separação, as moléculas são separadas quanto à massa molar e quanto às suas 

cargas. Nesse estudo, os fragmentos F(ab`2) foram obtidos juntamente com fragmentos 

de menor massa molar e com IgG não clivada, mas separados do Fc`. Coleman e 

Mahler (2003) também utilizaram essa técnica para a separação de fragmentos Fc e 

Fab de anticorpo monoclonal isotipo IgG1 de camundongo. Os autores relataram a 

obtenção dos fragmentos Fab separados da IgG não clivada e dos fragmentos Fc.  

Ambos os estudos demonstraram qualitativamente a separação dos fragmentos de IgG 

monoclonal. No entanto, não há informações quanto ao rendimento e à pureza de 

fragmentos Fab e F(ab`)2. Além disso, esses estudos não exploraram a separação de 

fragmentos obtidos a partir de IgG policlonal e de IgG de outras fontes. 

Outra alternativa à cromatografia de afinidade com ligantes bioespecíficos é a 

cromatografia em hidroxiapatita. A adsorção de proteínas nesse mineral envolve 

interações mistas da proteína com o grupamento fosfato e com os íons cálcio. Essas 

interações correspondem às eletrostáticas entre o grupamento fosfato e resíduos de 

aminoácidos carregados positivamente e acessíveis na proteína. As outras interações 

envolvidas consistem nas de coordenação entre os íons cálcio e os grupamentos 

carboxila e fosfórico das proteínas (ROQUE et al., 2007; AYYAR et al., 2012). Gagnon e 

colaboradores (2009) avaliaram a técnica de cromatografia em hidroxiapatita para 

purificação dos fragmentos Fab, obtidos por meio da clivagem enzimática de IgG 
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monoclonal quimérica. Os autores relataram a recuperação dos fragmentos Fab, a partir 

de  meios contendo fragmentos Fc e IgG intacta, com um grau de pureza de 96%. 

Nos anos de 2009 e 2010, Yu e Ghosh propuseram a integração das operações 

de purificação de IgG humana a partir do plasma humano, fragmentação da IgG e 

separação do fragmento Fab, em uma única etapa. Nesses estudos, a IgG humana foi 

adsorvida em membranas microporosas por meio de interações hidrofóbicas (YU e 

GHOSH, 2009) ou por troca aniônica (YU e GHOSH, 2010), enquanto as impurezas 

foram eliminadas na etapa de lavagem. Posteriormente, uma solução contendo a 

enzima papaína foi percolada através da membrana, possibilitando a fragmentação das 

IgG adsorvidas e a recuperação dos fragmentos Fab nas etapas de lavagem, enquanto 

os fragmentos Fc ficaram adsorvidos. Os fragmentos foram obtidos com uma pureza de 

82,1%, quando a cromatografia por interação hidrofóbica foi utilizada na purificação da 

IgG (YU e GHOSH, 2009), e com 95% de pureza, ao se utilizar a cromatografia de troca 

iônica (YU e GHOSH, 2010). 

Recentemente, Fischer e colaboradores (2013) estudaram a purificação do 

fragmento Fab expresso no periplasma de E. coli em sistemas micelar de duas fases 

aquosas com nanopartículas magnéticas. Os autores relataram a recuperação de 70% 

dos fragmentos com pureza de 98%.  

Além das técnicas alternativas à cromatografia de afinidade citadas 

anteriormente como a eletroforese capilar, cromatografia de troca-iônica e hidrofóbica, 

nos últimos anos, estudos têm sido realizados abordando o desenvolvimento e o 

emprego dos denominados ligantes pseudobioespecíficos para a purificação de 

anticorpos e fragmentos nativos e recombinantes. O termo ligante pseudobioespecífico 

foi introduzido por Vijayalakshmi (1989) e compreende moléculas biológicas, por 

exemplo, aminoácidos, e moléculas não biológicas tais como corantes e íons metálicos 

imobilizados. As interações envolvidas na adsorção de uma biomolécula nos ligantes 

pseudobioespecíficos incluem complementaridade de estrutura, ligações de hidrogênio, 

forças de van der Waals e interações hidrofóbicas, eletrostáticas, ligações de 

coordenação e ligações π-π. Essas interações são também observadas na adsorção de 

biomoléculas em ligantes bioespecíficos, no entanto, divergem quanto à intensidade 
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(VIJAYALAKSHMI, 1989; ROQUE et al. 2007). 

Apesar dos ligantes pseudobiespecíficos apresentarem menor afinidade pela 

biomolécula alvo, quando comparados aos bioespecíficos, em muitos casos, podem 

propiciar uma separação com elevado grau de pureza, combinando as condições em 

que a cromatografia é conduzida, tais como, tipo de tampão, força iônica e valor de pH. 

Os ligantes pseudobioespecíficos têm sido amplamente estudados por apresentarem 

um baixo custo, serem robustos e apresentarem resistência às condições de 

sanitização e esterilização da coluna (VIJAYALAKSHMI, 1989; KHOURY e LOWE, 

2013). 

Um ligante pseudobioespecífico utilizado na purificação de anticorpos, 

fragmentos Fab, F(ab`)2 e scFv é o tiofílico. A cromatografia de afinidade tiofílica foi 

introduzida por Porath e colaboradores (1975) e apresenta como pontos favoráveis a 

sua utilização o baixo custo, a boa especificidade, a estabilidade química dos ligantes e 

o fato da eluição das proteínas adsorvidas ser conduzida em baixas concentrações de 

sal, o que preserva a funcionalidade biológica dessas (LIN et al., 2013; AYYAR et al., 

2012). Essa técnica apresenta como princípio a adsorção de proteínas aos ligantes que 

estruturalmente contêm átomo enxofre, tais como o 2-mercaptoethanol, na presença de 

altas concentrações de sais liotróficos, os quais expõem as regiões hidrofóbicas das 

proteínas (BOSCHETTI, 2001; ROQUE, et al., 2007;  AYYAR, et al., 2012).   

Apesar de a cromatografia tiofílica apresentar características favoráveis ao seu 

emprego na purificação de biomoléculas, a necessidade de elevadas concentrações de 

sal no tampão de adsorção limita a sua utilização. Essa desvantagem está relacionada 

ao fato de elevadas concentrações salinas acarretarem a precipitação de proteínas, 

limitando a concentração dessas na solução que é injetada na coluna. Além disso, o 

impacto negativo ao meio-ambiente do descarte do tampão contendo altas 

concentrações de sal limita a utilização dessa cromatografia em larga escala 

(BOSCHETTI, 2001). Aguns trabalhos reportam a realização da cromatografia tiofílica 

empregando ligantes contendo anéis sulfúricos e heterocíclicos, tais como o mercapto 

metil imidazol (COFFINIER e VIJAYALAKSHMI, 2004), o 2-mercapto-benzotiazol (QIAN 

et al., 2008) e o ácido 2-mercaptonicotínico (QIAN et al, 2010) para a purificação da IgG 
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na ausência ou em baixas concentrações de sal. 

Recentemente, Lin e colaboradores (2013) empregaram o ligante tiofílico, 2-

mercapto-1-metil imidazol, imobilizado em partículas magnéticas, na purificação de IgG 

a partir do plasma humano na ausência de sal. Os autores demonstraram que esse 

ligante apresenta afinidade pelos fragmentos Fab e F(ab`)2 dessa proteína, o que faz 

desse um possível adsorvente a ser utilizado para purificação de fragmentos de IgG. No 

entanto, nesse trabalho não são apresentados a pureza ou o fator de purificação dos 

fragmentos Fab e F(ab`)2. 

Os peptídeos sintéticos representam outra classe de ligantes 

pseudobioespecíficos que têm sido propostos como alternativos às proteínas A, G e L. 

Nas últimas décadas, os avanços na modelagem molecular computacional têm 

permitido a identificação dos aminoácidos envolvidos na interação entre os anticorpos e 

os ligantes bioespecíficos (BRANCO et al., 2012). Associada a essa identificação, tal 

ferramenta computacional tem possibilitado o desenvolvimento de ligantes 

pseudobioespecíficos que apresentam uma estrutura química contendo esses 

aminoácidos. Assim, o emprego de tais ligantes permite alcançar uma seletividade 

similar à obtida quando se utiliza os ligantes biológicos (ROQUE et al., 2007).  

 Alguns exemplos desses peptídeos são o ligante sintético 8/7 que mimetiza a 

interação entre a proteína L e o fragmento Fab (ROQUE et al., 2005) e é constituído por 

grupamentos polares, tais como o 4-aminobenzamida e o 4- ácido-amino-butírico e 

grupos alifáticos e aromáticos. Outro exemplo é o DAAG que mimetiza a interação entre 

proteína A e o fragmento Fc e é constituído pelos aminoácidos L-arginina e L-glicina e 

polos ácido aromático 2,6-di-t-butil-4-hidroxibenzil acrilato (LUND et al., 2012).  

Khoury e Lowe (2013) avaliaram o desempenho de um peptídeo sintético, o qual 

mimetiza os aminoácidos presentes na proteína G que apresentam afinidade pelo 

fragmento Fab das IgG. Nesse estudo, foi demonstrado que o ligante sintético 

apresentou estabilidade, permitindo a reutilização em dez ciclos de purificação em 

pequena escala, foi capaz de adsorver imunoglobulinas e recuperar IgG e Fab 

expressos em células animais e em leveduras, com elevado grau de pureza. 

Algumas proteínas não apresentam em sua estrutura aminoácidos os quais 
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possuem afinidade por um determinado ligante, dificultando a purificação dessas por 

técnicas que se baseiam nessa afinidade. Uma estratégia que permite contornar essa 

dificuldade consiste na fusão de uma sequência peptídica em uma proteína. Essa 

modificação na estrutura das biomoléculas é realizada por meio da tecnologia do DNA 

recombinante e tem permitido a recuperação dessas com um elevado fator purificação 

(ZHAO et al., 2009a). No entanto, o emprego dessa estratégia exige a aplicação de 

técnicas que permitam a clivagem da sequência peptídica inserida para aplicação 

terapêutica da biomolécula (ROY e GUPTA, 2003). 

Um exemplo de sequência peptídica inserida em biomoléculas é a proteína 

inteína. Wu e colaboradores (2011) reportaram a purificação dos seguintes 

biocompostos expressos no periplasma de E.coli: a cadeia leve kappa e o domínio 

variável da cadeia pesada (VH) de imunoglobulinas humanas específicos para fator de 

crescimento epitelial humano. Nesse estudo, os autores introduziram nas biomoléculas 

a proteína inteína, pretendendo explorar a afinidade de uma coluna de quitina pela 

maltose presente na inteína.  

Os íons metálicos são ligantes pseudobioespecíficos empregados em IMAC. 

Essa técnica foi introduzida por Porath e colaboradores (1975) e é uma alternativa 

promissora para a recuperação de anticorpos (VANÇAN et al., 2002; RIBEIRO et al., 

2008; BRESOLIN et al., 2010), fragmentos recombinantes (ZHAO et al. 2009a) e não 

recombinantes (TODOROVA-BALVAY et al., 2004). IMAC tem como princípio a 

afinidade entre os íons metálicos imobilizados em matriz sólida por determinados 

resíduos de aminoácidos localizados na superfície de uma biomolécula em solução 

(PORATH et al., 1975). 

 Xiang e colaboradores (2002) relataram a purificação do fragmento Fab 

expresso em E. coli, contendo a sequência de histidina. Nesse estudo, os autores 

exploraram a afinidade do íon metálico níquel quelatado ao ácido nitrilotriacético (NTA) 

pelos resíduos de histidina, possibilitando a obtenção da biomolécula alvo com pureza 

de 90%.  

Todorova-Balvay e colaboradores (2004) demonstraram a potencialidade da 

utilização dos quelatos IDA-Zn(II), e IDA-Co(II) imobilizados em uma matriz de agarose 
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para a separação dos fragmentos F(ab`)2 de IgG humana policlonal na presença dos 

fragmentos Fc` e de IgG não clivada. Nesse estudo, os fragmentos Fc` e a IgG não 

clivada foram adsorvidos na matriz enquanto a biomolécula alvo (F(ab`)2) foi obtida nas 

frações não retidas na coluna. No entanto, esse trabalho não apresenta relatos quanto 

ao rendimento e grau de pureza dos fragmentos obtidos. 

Em trabalho recente, da Silva e colaboradores (2014) reportaram a utilização do 

adsorvente agarose-TREN-Ni(II) para purificação de fragmentos Fab adicionados 

artificialmente em extrato de soja, no qual foi relatada a recuperação dessa biomolécula 

nas frações não retidas com pureza superior a 90%. 

Baseando-se nos trabalhos de Todorova-Balvay e colaboradores (2004) e da 

Silva e colaboradores (2014), é possível inferir que os quelatos metálicos são potenciais 

ligantes para serem empregados nos processos de purificação de fragmentos Fab de 

IgG por IMAC.  

2.2. Cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados  

Os íons metálicos imobilizados foram introduzidos em técnicas de separação de 

biomoléculas por Porath e colaboradores (1975). Esses pesquisadores estudaram a 

separação de metaloproteínas empregando a técnica de cromatografia de afinidade 

com íons metálicos imobilizados em um agente quelante, introduzindo a sigla IMAC 

(Immobilized Metal-Ion Affinity Chromatography).  

A purificação de biomoléculas na técnica de IMAC se baseia na afinidade 

seletiva dos íons metálicos, imobilizados em matriz sólida, por determinados 

aminoácidos acessíveis e presentes na superfície de moléculas em solução (PORATH, 

1988). Essa afinidade é decorrente do fato de determinados resíduos de aminoácidos, 

expostos na superfície de biomoléculas, comportarem-se como base de Lewis, ou seja, 

doarem elétrons para os íons metálicos imobilizados em um suporte sólido (PORATH et 

al., 1975). 

A técnica IMAC tem sido amplamente estuda, sendo reportada como eficiente na 

purificação de biomoléculas naturais e recombinantes (ZHAO et al., 2009a), na 

purificação de células (TETALA et al., 2013), na eliminação e inativação de vírus 
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(ROBERTS et al., 1994), na remoção de endotoxinas (ZIMMERMAN et al, 2006) e na 

caracterização de peptídeos (WANG et al., 2012). Essas diversas aplicações da IMAC 

decorrem das várias vantagens que essa técnica proporciona. Entre elas, tem-se a 

seletividade elevada, a qual pode ser alcançada escolhendo adequadamente o quelato 

metálico, os valores de pH, tipo, concentração e força iônica do tampão e a temperatura 

em que a cromatografia é conduzida (UYGUN et al., 2012). Além disso, diferentes íons 

metálicos podem ser facilmente imobilizados em uma mesma matriz, possibilitando que 

diversos sejam testados para selecionar os que proporcionam uma melhor purificação 

da molécula de interesse (PORATH, 1988). Outro aspecto positivo da técnica de IMAC 

consiste no fato de as moléculas adsorvidas poderem ser facilmente eluídas por meio 

da alteração no valor de pH, adição de agentes competitivos ou agentes quelantes mais 

fortes (CHEUNG et al., 2012). Outra característica favorável a utilização da IMAC 

envolve a possilidade da inserção de uma sequência de seis histidinas em proteínas 

que não apresentam naturalmente aminoácidos doadores de elétrons para os quelatos 

metálicos, permitindo que biomoléculas modificadas possam ser purificadas por IMAC, 

tais como a -galactosidase (KAMERKE, et al., 2013), lisozima (LAMPPA et al., 2013), 

e fragmentos scFv (ZHAO et al., 2009a). Além disso, IMAC apresenta baixo custo, 

seletividade elevada e resistência à degradação química e microbiológica durante a 

estocagem (PORATH, 1988; CHEUNG et al., 2012). 

Embora a técnica de IMAC apresente essas várias vantagens, há algumas 

limitações na sua utilização. Entre elas, a possibilidade do desprendimento dos íons 

metálicos quelatados, acarretando a contaminação da proteína de interesse e, 

consequentemente, comprometendo a utilização terapêutica dessas, uma vez que 

esses metais são tóxicos e muitos são cancerígenos (CHEUNG et al., 2012). No 

entanto, esse inconveniente pode ser contornado por meio da eliminação dos íons 

metálicos utilizando a diafiltração ou injetando a solução em uma coluna com um 

agente pentadentado imobilizado, como o TED, o qual captura os íons metálicos 

desprendidos. Outra desvantagem da técnica de IMAC é a possível captura do íon 

metálico pela proteína de interesse, influenciando negativamente a função biológica e 

impossibilitando a sua aplicação terapêutica. Esse fenômeno é denominado “Metal-ion 
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transfer” e ocorre quando a proteína apresenta intensa afinidade pelo metal (PORATH, 

1992; GUTIÉRREZ et al., 2007; BRESOLIN et al., 2009). 

2.2.1. Princípios básicos de IMAC 

IMAC pode ser definida como uma operação de separação que emprega um 

agente quelante ligado covalentemente em uma estrutura sólida, o qual é constituído 

por átomos de nitrogênio, oxigênio e/ou enxofre que doam elétrons para um íon 

metálico, por meio de ligações de coordenação, resultando na formação dos ligantes, 

denominados de quelatos metálicos. Nessa técnica, os quelatos metálicos apresentam 

seus sítios de coordenação ocupados por moléculas do solvente e do tampão até que 

ocorra o deslocamento dessas por compostos que apresentem maior afinidade pelo 

ligante (ROY e GUPTA, 2003; UEDA et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2007; BRESOLIN 

et al., 2009; KAGEDAL, 2011). 

Na técnica de IMAC, a adsorção de proteínas requer a presença de 

determinados resíduos de aminoácidos desprotonados na superfície dessas, podendo, 

portanto, doar elétrons para o íon metálico imobilizado. Os resíduos dos aminoácidos 

histidina, cisteína, tirosina, triptofano, ácido glutâmico, ácido áspartico, metionina, lisina 

e arginina podem ser responsáveis pela adsorção de proteínas na técnica de IMAC 

(ARNOLD, 1991). No entanto, para os íons metálicos de transição o grupamento 

imidazol da histidina é reportado como prinicpal doador de elétrons. Isso é decorrente 

do grupamento imidazol da histidina apresentar pKa igual a 6 (quando a histidina está 

livre em solução), enquanto  os demais aminoácidos apresentam um elevado valor de 

pka, por exemplo o grupamento tiol da cisteína apresenta pKa de 9,0 e o indol do 

triptofano, pKa de 15,0 (TODOROVA e VIJAYALAKSHMI, 2006). Portanto, em valores 

de pH similares aos fluidos biológicos, nos quais a biomolécula é estável, o grupamento 

imidazol da histidina se encontra desprotonado, podendo participar de ligações de 

coordenação com o metal quelatado (TODOROVA e VIJAYALAKSHMI, 2006; 

KAGEDAL, 2011).  

A separação de biocompostos empregando a técnica de IMAC compreende três 

etapas: imobilização do íon metálico ao agente quelante, a adsorção de proteínas ao 
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quelato metálico e a eluição dessas (PRASANA e VIJAYALAKSHMI, 2010). 

2.2.2. Ligação do íon metálico ao agente quelante 

Anteriormente à imobilização de íons metálicos em uma matriz sólida, é 

necessário que determinados compostos, denominados de agentes quelantes, sejam 

acoplados à matriz por meio de ligações covalentes. Esses agentes quelantes 

apresentam em suas estruturas átomos de oxigênio, enxofre ou nitrogênio, os quais 

atuam como base de Lewis, doando elétrons aos íons metálicos, formando ligações de 

coordenação com esses íons e resultando na imobilização desses na matriz (PORATH 

et al., 1975; PORATH, 1988).  

Alguns compostos empregados como agentes quelantes na técnica de IMAC são 

o IDA (CASEY et al., 1995; VANÇAN et al., 2002; CARVALHO et al., 2014), o TREN 

(RIBEIRO et al., 2008; de GOES et al., 2010), o TED (BRESOLIN et al., 2010; MUSA et 

al., 2014), o CM-Asp (BRESOLIN et al., 2010) e o NTA (ANURAJ et al., 2012; KIRK, 

2014; DAVIES et al., 2014). Os agentes quelantes são classificados de acordo com o 

número de sítios de coordenação que apresentam para quelatar um íon metálico, ou 

seja, de acordo com o número de átomos que podem doar elétrons para o íon metálico 

(PORATH e OLIN, 1983). O IDA é classificado como um agente quelante tridentado, por 

possuir três sítios de coordenação para quelatar um íon metálico. O TREN e o NTA são 

denominados de agentes quelantes tetradentados, uma vez que apresentam quatro 

sítios de coordenação para quelatar um íon metálico. Já o TED é designado de agente 

quelante pentadentado, pois disponibiliza cinco sítios de coordenação para quelatar um 

íon metálico (PORATH e OLIN, 1983).  

O número de átomos que podem doar elétrons para o íon metálico, assim como 

o tipo, são responsáveis pela estabilidade e força do quelato metálico formado. 

Normalmente, quanto maior o número de átomos que podem doar elétrons para o íon 

metálico, maior a estabilidade do quelato metálico formado e menor a interação do 

metal com as proteínas (PORATH, 1988; TODOROVA e VIJAYALAKSHMI, 2006). De 

acordo com Porath, 1988, a afinidade dos ligantes íon metálico(II)-agente quelante por 

proteínas segue a seguinte ordem: íon metálico(II)-IDA > íon metálico(II)-NTA > íon 



 

62 

 

metálico(II)-CM-Asp > íon metálico(II)-TED. 

Sharma e Agarwal (2002), em um estudo comparativo, avaliaram a influência da 

força iônica, do pH e da concentração dos íons metálicos níquel e cobre nos quelatos 

metálicos formados entre esses e o IDA e o TREN. Os autores reportaram que a 

quantidade de íon metálico quelatado está associada ao pH, uma vez que esse 

influencia na desprotonação dos átomos doadores de elétrons do agente quelante.  

Além disso, essa quantidade está relacionada com a força iônica, uma vez que altas 

concentrações de íons do sal podem suprimir as interações de coordenação entre o íon 

metálico e o agente quelante. 

O agente quelante mais utilizado em IMAC é o IDA (Figura 2.5). Esse composto 

apresenta em sua estrutura dois átomos de oxigênio e um átomo de nitrogênio que 

quelatam o íon metálico (ZACHARIOU e HEARN, 1996; GABERC-POREKAR e 

MENART, 2001).  

 

 

Figura 2.5: Estrutura do agente quelante IDA acoplado a uma matriz S e com um íon metálico 
hexacoordenado (M2+) imobilizado. (Fonte: Adaptado de GABERC-POREKAR e MENART, 
2001). 
 

Embora o agente quelante tridentado IDA apresente o uso difundido nos 

processos de separação por IMAC, alguns estudos tem demonstrado a obtenção da 

proteína de interesse com maior grau de pureza quando se substitui os agentes 

quelantes tridentados pelos tetradentados e pentadentados. 

Bresolin e colaboradores (2010) avaliaram o efeito dos agentes quelantes IDA, 

CM-Asp, NTA e TED imobilizados em agarose e quelatados aos íons metálicos Ni(II), 

Cu(II), Co(II) e Zn(II) na purificação de anticorpos monoclonais. Os autores relataram 

que os géis contendo o IDA como agente quelante proporcionaram a maior retenção de 

IgG, porém a pureza da proteína obtida foi baixa. Por outro lado, o CM-Asp possibilitou 
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a recuperação dos anticorpos com um fator de purificação de 85,9.  

de Góes e colaboradores 2010, em um estudo comparativo, avaliaram o efeito 

dos agentes quelantes CM-Asp, IDA, TREN e TED ligados ao íon metálico níquel na 

purificação de insulina humana recombinante contendo, em sua estrutura, a sequência 

de seis histidinas. Os autores relataram a obtenção dessa biomolécula com maior grau 

de pureza, ao se utilizar o agente quelante CM-Asp, em comparação com os demais. 

Ming 2011, em estudo comparativo, avaliou a purificação de IgG a partir do 

plasma humano, empregando os quelatos CM-Asp-Co(II) e IDA-Co(II). Nesse estudo, 

foi relatado a recuperação de IgG com grau de pureza similar, ao sem empregar ambos 

os quelatos. 

Além dos trabalhos Bresolin e colaboradores (20010), de Góes e colaboradores 

2010 e Ming (2011), outros estudos empregam o adsorvente agarose-CM-Asp-Co(II) 

para a purificação de proteínas recombiantes contendo, em sua estrutura, a sequência 

de seis histidinas, tais como a caltrina (PHAN et al., 2003), a tubulina humana 

(MINOURA et al., 2013), a proteína viral 22 (DEWBERRY et al., 2012), receptores 

acoplados a proteína G (SHIROISHI, et al., 2011) e o receptor do leucotrieno B4 (HORI 

et al., 2010). Baseando-se nesses estudos, é possível inferir que o agente quelante 

CM-Asp na técnica de IMAC é empregado na recuperação possibilitando elevado grau 

de pureza de anticorpos e proteínas recombinantes. Esse agente (Figura 2.6), 

estruturalmente, apresenta três átomos de oxigênio e um de nitrogênio, os quais se 

ligam por coordenação do íon metálico. Portanto, os dois sítios remanescentes do íon 

metálico são responsáveis pela adsorção das proteínas em solução (CHAGA et al., 

1999). 

Os íons metálicos podem ser classificados em três categorias: ácidos fracos, 

fortes e intermediários, baseando-se no princípio de ácidos e bases duros e moles, 

(HSAB – Hard and Soft Acids and Bases) (PEARSON, 1968). De acordo com esse 

princípio, em uma ligação entre dois átomos, um se comporta como ácido de Lewis e o 

outro como base de Lewis. Quando solvatados por moléculas de água, os íon metálicos 

se comportam como ácidos de Lewis, recebendo elétrons dessas. De modo análogo, se 

os íons estiverem em um meio contendo uma base mais forte que as moléculas de 
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água, há a formação de um complexo de coordenação, o qual é denominado de quelato 

metálico se a base apresentar dois ou mais átomos doadores de elétrons (GABERC-

POREKAR e MENART, 2001). 

 

 

Figura 2.6: Estrutura do agente quelante CM-Asp acoplado a uma matriz S e com um íon 
metálico hexacoordenado (M2+) imobilizado.  (Fonte: Adaptado de GABERC-POREKAR e 
MENART, 2001). 
 

O princípio de ácidos e bases duros e moles também determina que os ácidos 

duros formem ligações estáveis com as bases duras, enquanto, os moles formem 

ligações estáveis com bases moles (PEARSON, 1968). Segundo esse princípio, os íons 

metálicos são classificados como ácidos e bases duros, intermediários e moles (Tabela 

2.3).  

Os íons metálicos classificados como duros formam ligações de coordenação 

estáveis com bases duras que apresentam em sua estrutura átomos de oxigênio, 

nitrogênio alifático e/ou fósforo (PORATH, 1992). Essa propriedade foi explorada no 

estudo de Lv e colaboradores (2013) para fracionar e caracterizar peptídeos de extrato 

de soja hidrolisado. Para isso, os autores se basearam na afinidade do quelato IDA-

Ca(II) pelo oxigênio do grupamento carboxila dos aminoácido glutamina e ácido 

aspártico.  

Os íons metálicos classificados como moles se ligam covalentemente com 

átomos de enxofre, podendo ser utilizados para a separação de proteínas que 

apresentam resíduos de aminoácidos contendo esse átomo (PORATH, 1992; 

TODOROVA e VIJAYALAKSMI, 2006).  

Os íons metálicos intermediários formam ligações de coordenação estáveis com 

bases que apresentam em sua estrutura átomos de nitrogênio aromático acessíveis. 
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Dentre esses íons, os metais de transição Cu(II), Zn(II), Ni(II), Co(II) são os mais 

empregados. Tais íons metálicos imobilizados adsorvem biomoléculas, principalmente, 

por meio de ligações de coordenação com os grupamentos imidazol, indol e tiol de 

resíduos dos aminoácidos histidina, triptofano e cisteína, respectivamente, presentes na 

superfície de biomoléculas (PORATH e OLIN, 1983). Por outro lado, os íons Fe(III) e 

Al(III) apresentam uma afinidade peculiar pelos fosfatos e fosfoésteres, sendo utilizados 

para o fracionamento de fosfoproteínas. 

Tabela 2.3: Classificação dos íons metálicos e seus principais ligantes. (Fonte: Adaptado de 
MRABET e VIJAYALAKSHMI, 2002). 

 

Baseando-se nas informações apresentadas acima, é possível inferir que os íons 

metálicos são selecionados para um processo de purificação considerando a 

composição de aminoácidos das proteínas. Os postulados do estudo apresentado por 

Sulkowski (1989) são uma relevante ferramenta para predizer e elucidar resultados de 

purificação de proteínas que apresentem composição de aminoácidos conhecida.  

Sulkowski (1989) estudou a adsorção de proteínas de estrutura química 

conhecidas, tais como RNase pancreática bovina, citocromo c, lizosima, albumina e 

interferon nos ligantes IDA-Co(II), IDA-Cu(II), IDA-Ni(II), IDA-Zn(II). Nesse estudo, foi 

evidenciada a relevância do par de elétrons presente no nitrogênio do anel imidazol da 

Ácidos de Lewis Base de Lewis Classificação 

H(I), Li(I), Na(I), Mg(II), 

Ca(II), Mn(II), Cr(III), 

Co(III), Al(III), Ga(III), 

La(III), Nd(III), Eu(III) 

H2O, OH, OH-, RO-, NH3, RNH2, 

CO3
2-, RCOO-, átomos de oxigênio, 

nitrogênio alifático e fósforo 

Duros 

Zn(II), Cu(II), Fe(II), Fe(III), 

Ni(II), Co(III), Sn(II), Pb(II), 

Rh(III), Ir(III), In(III), Ru(III) 

N2, N2
-, N3

-, Br-, nitrogênio aromático Intermediários 

Cu(I), Ag(I), Au(I), Ti(I), 

Pd(II), Pt(II), Cd(II), Hg(I), 

Hg(II) 

RSH, RS, R2S, CN-, H-, I-, átomo de 

enxofre 
Moles 
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histidina, assim como do número de moléculas desse aminoácido na superfície das 

biomoléculas, na adsorção dessas aos quelatos metálicos. Nesse estudo, foram 

estabelecidas as regras que regem a afinidade entre proteínas e esses quelatos 

metálicos e que estão resumidas na Tabela 2.4. 

Tabela 2.4: Reconhecimento dos resíduos de hisitdinas de proteínas pelos quelatos IDA-Me2+. 

Ligantes IDA-Cu(II) IDA-Ni(II) IDA-Zn(II) IDA-Co(II) 

-Histidina- + - - - 

-Histidina-(X)n-Histidina- + + - - 

-Histidina-(X)n-Histidina-n(2,3);a-hélice + + + + 

-Histidina Histidina- (enovelamento) + + + + 

Me2+: Cu(II), Ni(II), Zn(II) e Co(II), 

+: resíduos de histidina se ligam ao íon metálico; 

-: resíduos de histidina não se ligam ao íon metálico 

 

O estudo realizado por Sulkowski (1989) revela que íons metálicos ligados a um 

mesmo agente quelante apresentam afinidades distintas por proteínas, inclusive os que 

são classificados em um mesmo grupo. Essas variações são derivadas das diferentes 

interações que ocorrem entre os quelatos metálicos e os resíduos de aminoácidos 

doadores de elétrons, envolvidas no processo de adsorção das proteínas nesses 

ligantes (KAGEDAL, 2011). 

2.2.3.  Adsorção de proteínas ao quelato metálico 

Em IMAC, a adsorção de proteínas ao quelato metálico envolve as interações de 

coordenação, assim como as eletrostáticas, as de carga induzida e as hidrofóbicas 

(Figura 2.7), entre grupamentos doadores de elétrons situados na superfície das 

proteínas e os sítios de coordenação do íon metálico quelatado (UEDA et al., 2003). 

Essas interações podem ser minimizadas ou intensificadas pelo valor de pH, tipo de 

tampão, temperatura e força iônica em que a cromatografia é conduzida 

(VIJAYALAKSHMI, 1989; UEDA et al.,  2003). 
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Figura 2.7: Tipos de interações entre proteína e o metal quelatado (M) a uma matriz com um 
agente quelante imobilizado (S-im) e a proteína. (a) Interação eletrostática e de carga induzida, 
(b) ligação de coordenação, (c) ligação covalente. (Fonte: Adaptado de VIJAYALAKSHMI, 
1989).  
 

Dependendo da concentração de sal e do valor de pH em que o processo de 

purificação é conduzido, quelatos metálicos atuam como trocadores iônicos, podendo 

adsorver proteínas por meio de interações eletrostáticas. Com a finalidade de suprimir 

as interações eletrostáticas, assim como aumentar a seletividade do quelato metálico e 

aumentar a estabilidade da ligação entre a biomolécula e o íon metálico, é adicionado 

sal ao tampão de adsorção, geralmente cloreto de sódio, na concentração de 0,5 a 1,0 

mol/L (PORATH, et al., 1975; PORATH e OLIN, 1983). 

Os tampões de equilíbrio empregados na técnica de IMAC desempenham uma 

função relevante na adsorção e no fracionamento de proteínas. Esses podem suprimir 

ou facilitar o reconhecimento e a interação entre as proteínas e o quelato metálico 

(MRABET e VIJAYALAKSHMI, 2002; KAGEDAL, 2011). Em IMAC normalmente são 

empregados os tampões zwiteriônicos (“Good’s buffers”) como MOPS (ácido 3-[N-

morfolino] propanosulfônico), MES (ácido 2-[N-morfolino] etanosulfônico) e HEPES 

(ácido 2-[N-hidroxietil] piperazina-N’-[3-etanolsulfônico]) e os não zwiteriônicos fosfato 

de sódio, acetato de sódio e Tris-HCl (TODOROVA e VIJAYALAKSHMI, 2006). 
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2.2.4. Eluição das proteínas adsorvidas ao quelato metálico formado por 

íons metálicos de transição 

A eluição das proteínas adsorvidas ao quelato metálico pode ser realizada 

empregando diversos métodos, tais como, adição de agentes competitivos, alteração 

no valor de pH e adição de um agente quelante na fase móvel (KAGEDAL, 2011). 

A adição de agentes competitivos na fase móvel baseia-se na afinidade que 

determinadas substâncias apresentam pelo quelato metálico, de maneira que a 

proteína adsorvida é deslocada e o agente competidor se liga ao íon metálico (WONG 

et al., 1991). Normalmente a eluição por agentes competitivos envolve o emprego do 

imidazol. Essa substância é caracterizada por apresentar pKa de 6,95 a 25oC 

(TODOROVA e VIJAYALAKSHMI, 2006). Portanto, em valores de pH neutro ou 

alcalino, as espécies doadoras de elétrons encontram-se desprotonadas, podendo se 

ligar ao agente quelante (PORATH e OLIN, 1983; TODOROVA e VIJAYALAKSHMI, 

2006). 

A eluição das proteínas conduzida pelo abaixamento do valor de pH da fase 

móvel é baseada na protonação dos grupos doadores de elétrons dos resíduos de 

aminoácidos envolvidos na adsorção das proteínas. Desse modo, a ligação entre a 

proteína e o quelato metálico é enfraquecida, acarretando o desprendimento da 

proteína para a fase móvel. No entanto, essa estratégia de eluição deve ser evitada 

quando se trata de proteínas sensíveis a baixos valores de pH. Nesses casos, a adição 

de agentes competitivos é preferível (TODOROVA e VIJAYALAKSHMI, 2006; 

PRASANNA e VIJAYALAKSHMI, 2010). 

Outra estratégia de eluição consiste em adicionar à fase móvel um agente 

quelante mais forte que o ligado à matriz. Normalmente, emprega-se o ácido 

etilenodiamino tetraácido (EDTA), o qual quelata eficientemente os íons metálicos 

divalentes. Nesse método de eluição, toda a proteína adsorvida é desprendida 

juntamente com o metal. Portanto, trata-se de um método não seletivo e que limita a 

aplicação terapêutica da biomolécula, uma vez que ela é recuperada juntamente com o 

metal e com outras proteínas que possam estar adsorvidas (SULKOWSKI, 1985). 

Baseando-se nas particularidades da técnica de IMAC apresentadas nos itens 
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anteriores é possível concluir que a utilização dessas nos processos de purificação de 

biomoléculas envolve a combinação entre o agente quelante, o íon metálico e as 

condições cromatográficas, tais como tampão de adsorção, pH, força iônica e estratégia 

de eluição para proporcionar a recuperação da biomolécula de interesse com o grau de 

pureza adequado a sua aplicação.  

2.2.5. Aplicação dos íons metálicos de transição em IMAC para purificação 

de biomoléculas 

Nos estudos explorando a utilização da técnica de IMAC, os metais de transição 

Cu(II), Ni(II), Zn(II), Co(II) são normalmente os mais empregados. Uma série de estudos 

tem demonstrado a potencialidade da utilização desses metais no isolamento, a partir 

de meios complexos, biocompostos os quais apresentam em sua composição resíduos 

de histidina acessíveis.  

Chaga e colaboradores (1999) avaliaram a purificação da enzima lactato 

desidrogenase nos ligantes CM-Asp-Ni(II), CM-Asp-Co(II), CM-Asp-Zn(II). Os autores 

recuperaram essa biomolécula com uma pureza superior a 95%. 

Vançan e colaborados (2002) estudaram a purificação de IgG a partir do plasma 

humano empregando os quelatos metálicos IDA-Cu(II), IDA-Co(II), IDA-Ni(II) e IDA-

Zn(II). Os autores relataram a recuperação de mais de 80% das IgG ao seu utilizar os 

ligantes IDA-Ni(II) e IDA-Zn(II), 74,7% para o ligante IDA-Cu(II) e 35,2% para o IDA-

Co(II), utilizando o tampão MOPS (25 mmol/L), na presença de NaCl (1 mol/L) pH 7,5 e 

a eluição por aumento da concentração de imidazol (2 a 100 mmol/L). Os autores 

relataram a potencialidade de utilização desses ligantes para a purificação de IgG 

demonstrando qualitativamente a recuperação dessas biomoléculas na ausência da 

albumina (impureza) nas frações eluídas com baixas concentrações de imidazol. 

Phan e colaboradores (2003), em um estudo comparativo, avaliou a eficiência 

dos quelatos metálicos NTA-Ni(II) e CM-Asp-Co(II) na purificação da proteína caltrina 

contendo uma sequência de seis histidinas expresso em baculovírus. Os autores 

relataram que o quelato NTA-Ni(II) proporcionou a recuperação dessa proteína na 

presença de impurezas, enquanto o CM-Asp-Co(II) possibilitou a recuperação da 
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proteína de interesse com uma pureza superior a 99%. Esses resultados foram 

relacionados ao fato do íon metálico níquel requerer dois resíduos de histidina para a 

ligação de coordenação. Por outro lado, o cobalto requer a presença de dois resíduos 

de histidina espacialmente situadas em uma -hélice e entre dois ou três aminoácidos 

disponíveis para a ligação de coordenação. 

Jiang e colaboradores (2004) estudaram a utilização dos quelatos metálicos IDA-

Cu(II), IDA-Co(II), IDA-Ni(II) e IDA-Zn(II) na purificação do vírus da herpes tipo I. Os 

autores relataram a eficácia do ligante IDA-Co(II) na purificação do vírus por 

proporcionar a recuperação de 78% da biomolécula com redução de 96% do teor de 

proteínas contaminantes e DNA. 

Yavuz e colaboradores (2012) investigaram a purificação de IgG a partir do 

plasma humano utilizando membranas (poly(2‐hydroxyethyl methacrylate)) PHEMA 

contendo os íons metálicos Zn(II), Ni(II), Cu(II) e Co(II). Os autores observaram que o 

metal Cu(II) proporcionou maior adsorção de IgG em relação aos demais. Isso foi 

atribuído ao fato do cobre requerer um resíduo de histidina disponível na superfície da 

proteína para a ligação de coordenação, enquanto os demais metais de transição 

estudados requerem pelo menos dois resíduos. Nesse estudo, 84,5% da IgG presente 

no plasma foi recuperada com 94,1% de pureza. 

 A técnica de IMAC também é empregada na cromatografia negativa em que a 

biomolécula de interesse é recuperada nas frações não retidas, enquanto os 

contaminantes são adsorvidos pelos agentes quelantes. Alguns estudos têm 

demonstrado a aplicação e a potencialidade da cromatografia negativa na purificação 

da enzima aprotinina (de GENARO et al., 2002), da IgG (BRESOLIN et al., 2012) e dos 

fragmentos F(ab`)2 de IgG (TODOROVA-BALVAY et al., 2004) e dos fragmentos Fab 

de IgG (da Silva et al., 2014). 

2.3. Purificação de proteínas por cromatografia negativa 

A cromatografia negativa envolve a recuperação da biomolécula alvo nas frações 

cromatográficas não retidas, enquanto outras proteínas e/ou impurezas são adsorvidas, 

podendo ser recuperadas nas etapas de eluição e regeneração. O emprego dessa 
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estratégia de cromatografia é especialmente relevante nas etapas iniciais e de 

polimento de um processo de recuperação e purificação de uma biomolécula. Quando 

utilizada nas etapas iniciais, a cromatografia negativa permite que muitos 

contaminantes possam ser removidos, diminuindo o número de operações nesse 

processo e, consequentemente, aumentando o rendimento da proteína de interesse. 

Nas etapas de polimento, essa estratégia pode ser utilizada para a eliminação de 

endotoxinas e fragmentos de DNA de células em que a biomolécula de interesse foi 

expressa (KARLSSON e HIRSH, 2011).  

Um aspecto negativo do emprego da cromatografia negativa é a diluição da 

proteína de interesse, o que faz com que seja requerido uma etapa posterior de 

concentração dessa (KARLSSON e HIRSH, 2011). No entanto, essa técnica tem sido 

reportada como eficaz, nos processos de purificação de proteínas. 

de Souza e colaboradores (2010) avaliaram a purificação de IgG a partir do 

plasma humano por cromatografia negativa em agarose com a diamina -aminohexil 

imobilizada.  Nesse estudo, foi reportado a recuperação de 76% da IgG inicial com grau 

de pureza acima de 95%, em uma única etapa.  

Caramelo-Nunes e colaboradores (2014) reportaram a recuperação de 87% do 

DNA plasmidial de E. coli, com pureza superior a 99% pela cromatografia negativa em 

agarose com o ligante 1,3-bis(4-fenilamidinio) triazeno.  

A técnica de IMAC, quando utilizada como cromatografia negativa, é usualmente 

empregada nas etapas finais de um processo. Isso é decorrente da alta especificidade 

de IMAC o que dificulta a adsorção de uma elevada quantidade de impurezas (LEE et 

al., 2014) 

de Genaro e colaboradores (2002) avaliaram a recuperação e purificação da 

aprotinina a partir de efluente industrial empregando a cromatografia em quimotripsina 

imobilizada seguida da cromatografia negativa em agarose-IDA-Cu(II). Nesse estudo, 

foi reportado a recuperação da aprotinina com um fator de purificação superior a 952. 

Bresolin e colaboradores (2012) relataram o emprego da cromatografia negativa 

na purificação de IgG adicionada artificialmente em extrato de soja, indicando a 

potencialidade desse método para a recuperação de proteínas recombinantes 
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expressas em plantas. Nesse estudo, verificou-se que a cromatografia conduzida com o 

ligante TREN imobilizado em agarose, empregando o tampão MES, em pH 6,5 

proporcionou a recuperação de 35,8% da IgG inicial, com pureza superior a 90%, nas 

frações não retidas na coluna. 

Alguns trabalhos têm apresentado estratégias que possibilitam maior eficácia da 

cromatografia negativa e redução do número de operações em um processo de 

recuperação e purificação (LEE et al., 2014). Um exemplo dessas estratégias é a 

técnica “Bead blot” a qual consiste em selecionar e imobilizar em um suporte 

cromatográfico diferentes ligantes, os quais apresentam afinidade pelas diversas 

impurezas presentes em um meio. Essa técnica foi estudada para remover do plasma 

humano o fibrinogênio, príons, o fator anti-hemofílico e o fator von Willebrand 

(LATHROP et al., 2007). 

Outra estratégia que possibilita maior eficácia da cromatografia negativa é o 

emprego do ligante fenil boronato. Esse ligante tem sido especialmente utilizado na 

purificação de DNA plasmidial, uma vez que possui afinidade por diferentes impurezas 

de um lisado celular, tais como lipopolissacarídeos e moléculas RNA. Gomes e 

colaboradores (2011) reportaram a potencialidade desse ligante na purificação de DNA 

plasmidial de E. coli, uma vez que houve adsorção de 75% das impurezas, enquanto o 

DNA plasmidial foi recuperado nas frações cromatográficas não retidas 

Os trabalhos comentados anteriormente demonstram que os adsorventes 

caracterizados por proporcionar a recuperação da biomolécula alvo nas frações não 

retidas na coluna são eficientes na purificação. Embora a cromatografia negativa 

conduza à diluição da biomolécula alvo, em condições otimizadas a recuperação da 

proteína de interesse ocorre com elevada pureza. 
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CAPÍTULO 3: MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Materiais 

O gel de agarose (Sepharose-4B contendo 4% de agarose reticulada, tamanho 

de partícula entre 45-165 μm), ácido 2-[4-(2-hidroxietil) 1-piperazinil] - etanosulfônico 

(Hepes), papaína, imidazol, Tris(hidroximetil)-aminometano (Tris), poly(ethylene glycol) 

(PEG) de massa molar 6000 Da, agarose e o gel Sepharose – Proteína - A  Fast Flow 

foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). O ácido aspártico, ácido bromoacético, 

boroidreto de sódio, sulfato de cobalto, sulfato de níquel, sulfato de cobre, sulfato de 

zinco, etileno-dinitrilo-tetraacético sal dissódico (EDTA), isopropanol e a epicloridrina 

foram adquiridos da Merck (Alemanha). O fosfato de sódio monobásico anidro, fosfato 

de sódio bibásico anidro, ácido acético, ácido cítrico, ácido bórico, carbonato de sódio, 

metanol e etanol foram obtidos da Synth (Brasil). A acrilamida, bis-acrilamida e dodecil 

sulfato de sódio (SDS), N, N, N’, N’- tetra-metilenodiamina (TEMED) foram obtidos da 

BioRad (EUA). O gel para focalização isoelétrica (Phast Gel pH 3-9) e o gel para 

exclusão molecular (Superdex 75, tamanho de partícula entre 45-165 μm e 

fracionamento de proteínas globulares de 3000 a 70000 kDa) foram adquiridos da GE 

Healthcare (EUA). O glicerol e ditiotrietol foram adquiridos da PlusOne (EUA). Azul de 

comassie brilhante G 250 foi obtido da Vetec (Brasil). Para a obtenção dos fragmentos 

foi utilizada a IgG humana obtida da CSL Behring (Alemanha). Para as análises de 

eletroforese SDS-PAGE foram utilizados como padrão a IgG humana obtido da CSL 

Behring (Alemanha) e o marcador de baixa massa molar contendo as seguintes 

proteínas: fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase 

carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), a-lactalbumina (14,4 kDa), da GE 

Healthcare (EUA). Para a análise de Western Blotting foram empregados anticorpos de 
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cabra anti-hIgG (Fab específico) e anticorpos de cabra anti-hIgG (Fc específico) 

conjugados a peroxidase, adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA), membrana de 

nitrocelulose  de 0,2 mm Trans-Blot da Bio-Rad (EUA). O marcador de massa molar 

pré-corado contendo proteínas com as seguintes massas molares: 225 kDa (azul), 150 

kDa (vermelho), 102 kDa (verde), 76 kDa (amarelo), 52 kDa (púrpura), 38 kDa (azul),  

24 kDa (laranja), 17 kDa (azul), 12 kDa (vermelho) foi adquirido da GE Healthcare 

(EUA). Para o ensaio de imunodifusão radial foram empregados anticorpos de cabra 

anti-hIgG (Fab específico) conjugados a peroxidase da Sigma-Aldrich (EUA) e 

fragmento Fab de IgG humana com 99% de pureza da Merck (Alemanha). Os demais 

reagentes foram de grau analítico. Utilizou-se água ultrapura Milli-Q (Millipore, EUA) 

para preparação de todas as soluções e tampões. 

3.2. Métodos 

3.2.1. Ativação do gel com epicloridrina 

O gel de agarose foi ativado com epicloridrina conforme a metodologia descrita 

por Porath e Olin (1983). O gel embebido em água foi filtrado a vácuo. Posteriormente, 

20 g de gel úmido foram colocados em um reator de vidro encamisado, o qual foi 

mantido em agitação (50 rpm) e a 25oC por banho termostático (Quimis, Brasil), durante 

toda a ativação. Em capela, foram adicionados ao gel, presente no reator, 5,0 mL de 

epicloridrina e 50,0 mL de NaOH (2,0 mol/L) contendo 0,266 g de boroidreto de sódio. 

Essa suspensão foi mantida em agitação por 15 min. Em seguida, gotejou-se 

simultaneamente, 50 mL de NaOH e 23,3 mL de epicloridrina, a uma vazão de 0,27 e 

0,13 mL/min. Após esse procedimento, a suspensão permaneceu em agitação por 16 h. 

Subsequentemente, o gel foi lavado com água Mili-Q, até que o pH da água pós-

lavagem fosse o mesmo da água de lavagem, indicando que o excesso de regentes foi 

removido.  
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3.2.2. Imobilização do ácido aspártico carboximetilado no gel ativado  

A imobilização do ácido aspártico carboximetilado (CM-Asp) foi conduzida 

conforme a metodologia descrita por Mantovaara e colaboradores (1991), nas etapas 

de imobilização do ácido L-aspártico ao gel e na carboximetilação. 

3.2.2.1 lmobilizacão do ácido L-aspártico: 

O gel ativado com epicloridrina foi lavado com solução de carbonato de sódio 

(2,0 mol/L), com a finalidade de equilibrar o gel com a solução de carbonato, pH 11,5. 

Posteriormente 8,0 g de ácido L-aspártico, em solução de carbonato de sódio (1,0 

mol/L), pH 11,5 foram adicionados ao gel. Essa suspensão foi mantida em agitação 

durante 24 h, a 25oC. Após a imobilização, o gel foi lavado com água Mili-Q, até que o 

pH da água pós-lavagem fosse o mesmo da água de lavagem. 

 

3.2.2.2 Carboxi-metilação: 

O gel com ácido L-aspártico imobilizado foi lavado com solução de carbonato de 

sódio (1,0 mol/L), pH 7,5.  Em seguida, adicionou-se ao gel uma solução de hidróxido 

de sódio (4,0 mol/L) contendo 12,6 g de ácido bromoacético, em pH 10,5, ajustado por 

pastilhas de hidróxido de sódio. Essa suspensão foi mantida em agitação por 24 h, a 

25oC. Após a imobilização, o gel foi lavado com água Mili-Q, até que o pH da água pós-

lavagem fosse o mesmo da água de lavagem. Após a Carboxi-metilação, o gel obtido 

foi denominado agarose-CM-Asp. 

3.2.3. Determinação da densidade de ligantes 

A determinação da quantidade dos íons níquel, cobre, cobalto e zinco quelatado 

na matriz foi determinada alimentando a coluna cromatográfica (contendo 3,0 mL de 

gel) com solução de sulfato de níquel, cobre, cobalto e zinco (50 mmol/L) até a 

saturação. Em seguida o gel foi lavado com água, posteriormente com o tampão de 

eluição (Hepes 25 mmol/L, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5). Posteriormente, 

o íon metálico do adsorvente foi removido com solução EDTA (ácido etileno-dinitrilo-
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tetraacético) e coletado em frações. As frações foram agrupadas e analisadas por 

espectrômetria ótica de emissão atômica com plasma indutivamente acoplado (ICP), 

empregando os comprimentos de onda de  231,604 nm para o níquel,  228,616 nm para 

o cobalto,  324,754 nm para o cobre e 213,856 nm para o zinco.  

As análises de espectrômetria ótica foram realizadas pelo Centro Analítico de 

Instrumentação da Universidade de São Paulo, no equipamento Espectrômetro Ótico 

de Emissão Atômica com Plasma Indutivamente Acoplado (Spectro, Alemanha). 

3.2.4. Obtenção dos fragmentos Fab e Fc de IgG humana policlonal 

Os fragmentos Fab e Fc foram obtidos por meio da clivagem enzimática de IgG 

humana policlonal com papaína, de acordo com a metodologia descrita por Ternynck e 

Avrameas (1987). À solução de IgG (30 mg/mL), foram adicionados 850 L de solução 

de L-cisteína (0,2 mol/L), 850 L de solução de EDTA (0,04 mol/L), 300 L de solução 

de papaína (1,0 mg/mL) e 230 L de tampão fosfato (100 mmol/L), pH 7,4. Desse 

modo, a concentração final de IgG foi de 20 mg/mL, a L-cisteína e o EDTA adionados 

na razão de 1,0 mL / 20,0 mL de solução final e a  papaína adicionada na razão de 1,0 

mg de papaína/100,0 mg de IgG. Essa solução foi incubada a 37oC, por 2 h. 

Posteriormente, a clivagem enzimática foi interrompida, por meio da adição de solução 

de iodoacetamida (0,4 mol/L). Para o preparo das soluções de IgG, cisteína, papaína e 

iodoacetamida foi utilizado tampão fosfato (100 mmol/L), pH 7,4. Após 30 min, a 

solução foi submetida a cromatografia em coluna PD-10 contendo o gel Sephadex G-25 

(GE Healthcare, EUA), para a troca de tampão. Em seguida, a solução foi fracionada 

em alíquotas, as quais foram estocadas em freezer a  -20°C.   

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram realizadas várias bateladas para a 

obtenção dos fragmentos. Após todas, as soluções obtidas foram submetidas a ánalise 

de eletroforese SDS-PAGE. 
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3.2.5. Experimentos cromatográficos 

Os experimentos foram conduzidos em coluna cromatográfica C10/20 (GE 

Healthcare, EUA), empacotada com 3,0 mL de agarose-CM-Asp, acoplada a um 

cromatógrafo de fase líquida de baixa pressão (Äkta Prime Plus, GE Healthcare, EUA), 

a uma vazão de 0,5 mL/min (velocidade superdial de 38,2 cm/h) e a 25oC. Durante todo 

o experimento, a corrente de saída foi conectada a um monitor de medida de 

absorbância a 280 nm e dessa corrente foram coletadas frações de 1,0 mL. Todos os 

experimentos foram realizados em duplicata. 

A coluna contendo o gel agarose-CM-Asp foi alimentada com 10 volumes de 

coluna (VC) de solução de sulfato de níquel, sulfato de cobalto, sulfato de cobre ou 

sulfato de zinco em água (50 mmol/L). Posteriormente, foi lavada com água ultrapura e 

com o tampão de eluição contendo a maior concentração de agente competidor 

(imidazol) pelo sítio do íon metálico, com a finalidade de remover o íon metálico 

fracamente quelatado ao CM-Asp. 

Em seguida, a coluna contendo o gel agarose-CM-Asp com o metal quelatado foi 

equilibrada com o tampão de adsorção. Posteriormente, foi injetado 1,0 mL da solução 

contendo fragmentos obtidos pela clivagem da IgG. Finalizada a injeção, a coluna foi 

lavada com o tampão de adsorção, até que as proteínas não adsorvidas fossem 

eliminadas. Em seguida, as proteínas adsorvidas foram eluídas com o tampão de 

eluição. Concluída a eluição, a coluna foi regenerada com solução de EDTA a 100 

mmol/L a pH 7,0. As condições cromatográficas utilizadas nas etapas de lavagem e 

eluição que foram testadas e que estão apresentadas neste trabalho estão 

esquematizadas na Tabela 3.1. 

As frações obtidas foram quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 

1976) e aquelas situadas nos picos de proteína foram analisadas por eletroforese SDS-

PAGE e Western Blotting.  
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Tabela 3.1: Condições experimentais empregadas nas cromatografias realizadas com os 
quelatos metálicos CM-Asp-Ni(II), CM-Asp-Co(II), CM-Asp-Cu(II) e CM-Asp-Zn(II). 

3.2.6. Métodos analíticos 

3.2.6.1. Dosagem de proteínas totais 

A concentração de proteína total nas frações coletadas durante os experimentos 

cromatográficos foi determinada por meio da metodologia de Bradford (1976), com 

albumina do soro bovino (BSA) como proteína de referência. 

3.2.6.2. Eletroforese SDS-PAGE 

As frações com as maiores concentrações de proteína total, obtidas nas etapas 

de lavagem e eluição das cromatografias, foram analisadas por eletroforese SDS-

PAGE. Essa técnica foi conduzida no equipamento Mini Protean III (BioRad, EUA), 

utilizando gel de poliacrilamida, na concentração de 10% (30% de acrilamida e 2,7% de 

bis-acrilamida), conforme a metodologia descrita por Laemmli (1970). Amostras das 

frações foram tratadas com tampões contendo SDS em condições desnaturantes e 

não-redutoras (sem a presença de β-mercaptoetanol) e desnaturadas por aquecimento 

a 100ºC por 7 min. Alíquotas de 10 μL de cada amostra, de marcador de baixa massa 

Ligantes Tampão de equilíbrio e adsorção Tampão de eluição 

CM-Asp-Ni(II) 
CM-Asp-Cu(II) 
CM-Asp-Co(II) 
CM-Asp-Zn(II) 

Hepes 
Tris-HCl 

Fosfato de sódio 
Todos a 25 mmol/L, na ausência e 
presença de NaCl (1,0 mol/L), pH 7,5 

 
Adição de imidazol (100 
mmol/L) ao tampão de 

adsorção 

CM-Asp-Co(II) Hepes 25 mmol/L, pH 7,5 

 Acetato 25 mmol/L, com 
diminuição do pH: 6,0; 5,0 e 4,0 
 Aumento da concentração 
de imidazol: 20, 40, 60, 80 e 
100 mmol/L 

 
CM-Asp-Cu(II) 

Hepes 25 mmol/L, contendo imidazol   
(5 mmol/L) pH 7,5 

Adição de imidazol (100 
mmol/L) ao tampão de 

adsorção 
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molecular e de marcador de IgG foram aplicadas aos géis. Esses foram submetidos à 

voltagem de 150 V em cuba vertical. A coloração dos géis foi realizada com nitrato de 

prata conforme a metodologia descrita por Morrissey (1981). 

3.2.6.3. Western Blotting 

O ensaio de Western blot envolve a transferência de moléculas de um gel de 

eletroforese para uma membrana, de modo que as proteínas adsorvidas na superfície 

da membrana são imunologicamente detectadas, por meio da adição de um antígeno 

conjugado a uma enzima e específico para determinado anticorpo (WESTERMEIER, 

2011). 

Neste trabalho, as frações com as maiores concentrações de proteína total, 

obtidas nas etapas de lavagem e eluição das cromatografias as quais apresentaram 

condições favoráveis para a purificação dos fragmentos Fab, foram analisadas pelo 

ensaios de Western blot. Esses ensaios foram realizados de acordo com a metodologia 

de Towbin et al. (1979), com a finalidade de detectar com especificidade os fragmentos 

Fab e Fc. 

Inicialmente, foi realizada uma eletroforese, em que alíquotas de 10 μL de cada 

amostra e de marcador de massa molar pré-corado foram aplicadas a dois géis de 

poliacrilamida a 12%. Esses foram submetidos à voltagem de 100 V em cuba vertical. 

Após a eletroforese, as proteínas presentes nos géis foram transferidas para duas 

membranas de nitrocelulose em equipamento Mini Transblotting (Bio-Rad, EUA), 

aplicando-se voltagem constante de 100 V, por quarenta minutos. A eficiência da 

transferência foi verificada pela visualização do marcador pré-corado nas membranas.  

Posteriormente, as membranas foram incubadas em tampão PBS (0,02 mol/L), 

contendo 5% leite em pó desnatado (Molico - Nestlé, Brasil) e Tween-20 (0,1%), com a 

finalidade de bloquear os sítios ligantes às proteínas, impedindo que os anticorpos 

adicionados se liguem de forma não-específica. Em seguida as membranas foram 

lavadas com a solução de lavagem (tampão PBS 0,02 mol/L contendo 0,1% de Tween-

20). Subsequentemente, uma membrana foi incubada com o anticorpo de cabra anti-

hIgG (Fab específico) e outra, com o anticorpo de cabra anti-hIgG (Fc específico) 
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conjugados a peroxidase.  A reação foi revelada pela adição da mistura de substrato 

(0,003% de peróxido de hidrogênio) e cromógeno (diaminobenzidina 1,0 mg/mL) em 

tampão Tris-HCl (50 mmol/L), pH 7,4. A reação foi interrompida, após o aparecimento 

das bandas marcadas, por meio da lavagem das membranas com água ultrapura Milli-Q 

(Millipore, EUA).  

As principais etapas conduzidas durante o ensaio de Western blot estão 

resumidas e esquematizadas na Figura 3.1. 

 
Figura 3.1: Esquema das principais etapas realizadas durante o ensaio de Western Blotting 

(Fonte: Adaptado de WESTERMEIER, 2011).  

3.2.6.4. Quantificação de fragmentos Fab por imunodifusão radial 

O ensaio de imunodifusão radial apresenta como princípio a difusão de 

anticorpos em um gel acarretando a formação de complexos antígeno-anticorpo, os 

quais se precipitam formando um halo visível (MANCINI et al., 1965).   

A imunodifusão radial foi conduzida de acordo com a metodologia descrita por Lu 

e Miller (1996). Esse ensaio foi realizado com a finalidade de quantificar os fragmentos 

Fab, obtidos nas condições experimentais que possibilitaram a recuperação desses 

separados dos fragmentos Fc. 

Para isso, inicialmente a injeção e as frações das etapas de lavagem, eluição e 

regeneração foram agrupadas em “pools”. Posteriormente, foi preparado o gel de 

agarose a 2,1% em tampão Tris-HCl (90 mmol/L), ácido bórico (90 mmol/L) e EDTA (3 

mmol/L) contendo 3% de polietilenoglicol (massa molar de 6000 Da), em banho a 90oC 

Transferência

Bloqueio

Adição do anti-
Fc

Revelação

Transferência

Bloqueio

Adição do anti-
Fab

Revelação

Gel de eletroforese

Membrana de nitrocelulose
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até a dissolução completa da agarose. Em seguida, a solução foi resfriada até atingir 

55oC e foi adicionado o antisoro, na proporção de 1,0 L para 1,0 mL de gel. O gel foi 

vertido em uma placa. 

Após a gelificação do gel, foram realizados orifícios de 2 mm para a aplicação de 

10 L da solução da injeção e dos “pools” de lavagem, eluição e regeneração e de 

amostras contendo concentrações conhecidas de Fab de alta pureza para a construção 

da curva padrão. Em seguida, o gel contendo as amostras foi incubado em câmara 

úmida a temperatura ambiente por 48 h. Subsequentemente, o gel foi lavado com 

tampão PBS por 24 h, com a finalidade de remover as proteínas não imunoprecipitadas 

e seco a 37oC por 24 h. O gel foi, então, corado com solução de etanol (45%), ácido 

acético (45%) contendo  o corante Coomassie brilliant blue R-250 (0,5%) por 30 min. 

Em seguida o gel foi descorado por meio de repetitivas lavagens com solução etanol 

(30%), ácido acético (7%) e água (63%), até a vizualização dos halos de precipitação. 

As principais etapas conduzidas durante o ensaio de imunodifusão radial estão 

resumidas e esquematizadas na Figura 3.2.  

O diâmetro dos halos de precipitação foram medidos com paquímetro e 

convertidos em concentração de fragmentos Fab por meio da curva padrão 

determinada, a qual relaciona linearmente o diâmetro dos halos com o logarítimo da 

concentração de fragmentos Fab. 

 

 

 

Figura 3.2: Esquema das principais etapas realizadas durante o ensaio de imunodifusão radial.  
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Western blotting e imunodifusão radial. 

3.2.8. Purificação sequencial dos fragmentos Fab e Fc para determinação 

do pI 

 3.2.8.1.   Purificação em Sepharose - proteína A 

Os fragmentos Fab e Fc foram purificados a partir de uma solução contendo Fab, 

Fc e IgG não clivada em gel Sepharose-proteína A com a finalidade de recupera-los 

com elevado grau de pureza para a determinação do ponto isoelétrico. Os 

experimentos foram conduzidos em coluna cromatográfica C10/20 (GE Healthcare, 

EUA) empacotada com 3,0 mL de gel proteina A Sepharose 4 Fast Flow (Amersham 

Biosciences, Suécia) acoplada a um cromatógrafo de fase líquida de baixa pressão 

(Akta, GE Healthcare, EUA), a uma vazão de 0,3 mL/min e a 25oC.  

A coluna contendo o gel Sepharose-Proteína A foi equilibrada com tampão 

fosfato de sódio (100 mmol/L), pH 7,4. Posteriormente, foi injetado 1,0 mL da solução 

contendo os fragmentos e a IgG não clivada, com concentração de proteína total de 5,0 

mg/mL, seguida da lavagem da coluna com o tampão de adsorção. A eluição foi 

conduzida com tampão glicina-HCI 100 mmol/L, pH 3,0. Em seguida, a coluna foi 

regenerada com tampão fosfato de sódio 100 mmol/L, pH 7,4.   

Durante todo o experimento, a corrente de saída foi conectada a um monitor de 

medida de absorbância a 280 nm e dessa corrente foram coletadas frações de 1,0 mL. 

As frações de eluição coletadas em tubos Eppendorf contendo 100 L de Tris-HCI (1,0 

mol/L) pH 8,0, com a finalidade de neutralizar o pH, evitando a desnaturação das 

proteínas.  

As frações coletadas nas etapas de lavagem e eluição foram agrupadas em 

“pools”, concentradas por ultrafiltração em membrana de celulose de 10 kDa de 

diâmetro de corte (Millipore, EUA) até a obtenção de uma solução purificada de 

concentração proteica 1,0 mg/mL.  
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3.2.8.2. Purificação dos fragmentos Fab e Fc por cromatografia de 

exclusão molecular 

As frações coletadas na eluição das cromatografias realizadas em gel de 

Sepharose-proteína A e no gel CM-Asp-Co(II), agrupadas em ““pool”s”e concentradas, 

foram submentidas a cromatografia de exclusão molecular em gel Superdex 75, com a 

finalidade de recuperá-los separados da IgG para a determinação do ponto isoelétrico. 

Para isso, uma coluna cromatográfica C10/300 (Amersham Biosciences, Suécia) 

foi empacotada com 25 mL de gel Superdex 75 (GE Healthcare, EUA) acoplada a um 

cromatógrafo de fase líquida de baixa pressão (Akta, GE Healthcare), a uma vazão de 

0,2 mL/min e a 25oC. A coluna foi equilibrada com tampão fosfato de sódio (100 

mmol/L), pH 7,4. Posteriormente, foi injetado 200 L da solução contendo os 

fragmentos e a IgG não clivada, com concentração de proteína total de 1,0 mg/mL, 

seguida da lavagem da coluna com o tampão de equilíbrio. Durante todo o experimento, 

da corrente de saída foi conectada a um monitor de medida de absorbância a 280 nm e 

dessa corrente foram coletadas frações de 0,5 mL. 

As frações cromatográficas dos dois picos obtidos foram analisadas por 

eletroforese SDS-PAGE, revelando que um pico correspondia à IgG intacta enquanto o 

outro aos fragmentos Fab (quando foi injetada a eluição da cromatografia eml CM-Asp-

Co(II)) e Fc (quando foi injetada a eluição da cromatografia em Sepharose - proteína A). 

3.2.9. Eletroforese de focalização isoelétrica (Isoelectric focusing – IEF) 

O Fab purificado em gel Sepharose-Proteína A, o Fc purificado em Sepharose-

Proteína A seguido de permeação em gel e o Fab purificado por meio da cromatografia 

em gel CM-Asp-Co(II) seguida da permeação em gel foram caracterizados quanto ao 

ponto isoelétrico por meio da técnica de focalização isoelétrica. 

A eletroforese do tipo IEF conduzida no equipamento PhastSystem (Pharmacia, 

Suécia) utilizando géis gradientes de pH 3 a 9 (GE Healthcare, EUA) e a coloração do 

gel foi conduzida com, segundo o protocolo descrito pelo fabricante.  
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Neste capítulo, estão apresentados os resultados e a discussão referentes à 

avaliação do efeito dos tampões Hepes, Tris-HCl e fosfato e do cloreto de sódio na 

purificação de fragmentos Fab obtidos por meio da clivagem enzimática de IgG humana 

policlonal. Esse estudo foi realizado por meio da cromatografia empregando os quelatos 

CM-Asp-Ni(II), CM-Asp-Co(II), CM-Asp-Cu(II) e CM-Asp-Zn(II) imobilizados em gel 

agarose ativada com epicloridrina. Os efeitos do íon metálico, do tampão e do cloreto 

de sódio foram avaliados por meio da quantificação das proteínas recuperadas nas 

etapas de lavagem, eluição e regeneração e da seletividade averiguada pelos perfis 

eletroforéticos resultantes de cada condição experimental estudada. As condições que 

propiciaram a recuperação seletiva dos fragmentos Fab, evidenciadas pelos perfis 

eletroforéticos, foram analisadas pelo ensaio de Western blotting com a finalidade de 

confirmar, por meio de um imunoensaio, o perfil eletroforético. Para a condição 

cromatográfica em que houve a recuperação dos fragmentos Fab separados do Fc, 

realizou-se a quantificação de Fab por meio do ensaio de imunodifusão radial, 

determinando-se a pureza e o fator de purificação. Para as condições experimentais 

que possibilitaram a obtenção dos fragmentos com elevada recuperação e pureza  

(separados da IgG e dos fragmentos Fc) e na condição em que os fragmentos Fab 

foram recuperados na eluição foram determinadas as curvas de ruptura com a 

finalidade de se obter o ponto de ruptura e a capacidade dinâmica do adsorvente.  

4.1. Efeito do íon metálico níquel na purificação de fragmentos Fab 

A eficiência do quelato metálico CM-Asp-Ni(II) foi avaliada quanto a recuperação 

seletiva dos fragmentos Fab a partir de uma solução de IgG digerida (contendo 

fragmentos Fab, Fc e IgG não clivada), empregando os tampões de adsorção: Hepes, 

Tris-HCl e fosfato de sódio na concentração de 25 mmol/L, pH 7,5, com ou sem cloreto 

de sódio (1,0 mol/L). Com tal finalidade, determinou-se a porcentagem de proteínas 
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totais adsorvidas e não adsorvidas na coluna por meio do método de Bradford, e 

qualitativamente, a pureza dos fragmentos Fab por meio do perfil eletroforético e do 

ensaio de Western blotting. 

As Figuras 4.1 e 4.2 demonstram as porcentagens de proteínas totais adsorvidas 

e os perfis eletroforéticos, respectivamente, dos ensaios cromatográficos. Os 

cromatogramas, eletroforeses, em duplicata, e balanços de massas dessas condições 

estão apresentados no Apêndice B. 

 

Figura 4.1: Porcentagem de proteínas totais adsorvidas e não adsorvidas das cromatografias 
realizadas no quelato metálico CM-Asp-Ni(II) empregando os tampões de adsorção Hepes, Tris-
HCl e fosfato de sódio na ausência e presença de cloreto sódio. Quantidade de níquel 
imobilizado: 7,50 mol Ni(II)/mL de gel. 

Observou-se que a adição de cloreto de sódio nos tampões de adsorção Hepes 

e Tris-HCl favoreceu o aumento na quantidade de proteína total recuperada nas etapas 

de lavagem (Figura 4.1). Além disso, a presença de sal possibilitou a recuperação dos 

fragmentos Fab nas frações de lavagem seletivamente, conforme indicado no perfil 

eletroforético (Figura 4.2). 

As frações cromatográficas das condições que proporcionaram a recuperação 

dos fragmentos Fab separados do Fc foram analisadas por meio do ensaio de Western 

blot (Figura 4.3), com a finalidade de confirmar, por meio da detecção imunológica os 

fragmentos Fab e Fc. 
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Figura 4.2: Perfil eletroforético das frações cromatográficas dos experimentos em agarose-CM-
Asp-Ni(II) utilizando os sistemas tamponantes Hepes, Tris-HCl  e fosfato de sódio  pH 7,5, na 
ausência e presença de cloreto de sódio.  M – marcador de baixa massa molecular; IgG – 
marcador de IgG; A – solução de injeção; L - fração de lavagem;  E - fração de eluição. 

O Western blot confirmou a recuperação dos fragmentos Fab separados do Fc 

nas frações de lavagem (Figura 4.3) nas cromatografias conduzidas empregando os 

tampões Hepes e fosfato de sódio na presença de NaCl. No entanto, na cromatografia 

utilizando o tampão de adsorção Tris com NaCl, foi detectado a presença de 

fragmentos Fc nas frações de lavagem (Figura 4.3). 
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Figura 4.3: Perfil do Western blot das frações das cromatografias em agarose-CM-Asp-Ni(II) 
utilizando os sistemas tamponantes Hepes, Tris-HCl  e fosfato de sódio  pH 7,5, na presença de 
cloreto de sódio.  Mc – marcador de massa molar pré-corado; L - frações de lavagem;  E - 
frações de eluição. 

As frações cromatográficas das condições tamponantes que proporcionaram a 

recuperação seletiva dos fragmentos Fab, foram submetidas a anáilise de RID para a 

determinação da pureza e do fator de purificação (Tabela 4.1). Nas cromatografias 

conduzidas com CM-Asp-Ni(II) com o tampão Hepes na presença de NaCl (1,0 mol/L) 
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os fragmentos Fab foram recuperados com valor calculado de pureza de 101% e nas 

cromatografias conduzidas com o tampão fosfato de sódio na presença de NaCl (1,0 

mol/L) os fragmentos Fab foram recuperados com 94% de pureza. 

Tabela 4.1: Balanço de massa da cromatografia em agarose-CM-Asp-Ni(II) em tampão de 
equilíbrio e lavagem Hepes e fosfato de sódio, na presença de NaCl, pH 7,5; eluição: Hepes, na 
presença de NaCl contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, 
pH 7,0.  

 a Massa de proteína total estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG humana como 
proteína de referência 

b Massa de proteína total em cada etapa dividida pela massa de proteína na injeção x 100 

c Massa de fragmentos Fab e de IgG estimada por RID 
d Massa de fragmentos Fab e de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos Fab e de 

IgG na injeção x 100 

e Pureza: massa de fragmentos Fab e de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa 
multiplicada por 100 

f Fator de purificação: pureza dividida pela pureza da solução de injeção 
 

Os resultados das cromatografias realizadas em agarose-CM-Asp-Ni(II) 

revelaram a adsorção dos fragmentos Fc e de IgG não clivada. Tal comportamento 

pode ser atribuído às ligações de coordenação entre o metal quelatado Ni(II) e grupos 

doadores de elétrons acessíveis presentes na estrutura dessas proteínas.  De fato, no 

valor de pH em que os experimentos foram conduzidos (pH 7,5), o nitrogênio  do 

imidazol da histidina se encontra na forma desprotonada (pKa ~6,5). 

 Hale e Beidler (1994) demonstraram a presença de uma região rica em histidina 

 Bradford RID 

 Fração Massa (mg)a % b Massa (mg) c % d Pureza (%)e FPf 

H
ep

es
 c

om
 

N
aC

l 

Injeção 5,22   0,07 100 3,5   0,4 100,0 63   2 1,0 

“pool” Lavagem 3,38   0,36 59,7 3,6   0,4 104,8 101   6 1,6 

“pool” Eluição 1,92   0,01 36,8 0,3   0,1 9,4 17   4 0,2 

“pool” Regeneração 0,00 0,0 

Recuperação (%) 101,5   5,4 112,8   2,7 

F
os
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to
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di
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co

m
  N

aC
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Injeção 5,11   0,0’8 100 2,9   0,2 100,0 58   5 

“pool” Lavagem 3,48   0,05 68,1 3,2   0,2 107,0 94   5 1,6 

“pool” Eluição 1,32   0,02 25,9 0,2   0,0 6,8 15   0 0,2 

“pool” regeneração 0,00 0 

Recuperação (%) 94,0   1,2 114,9   9,9 
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possuir um pKa de 8,3, portanto, abaixo desse valor de pH, o Tris se encontra com 

carga líquida positiva. Além disso, esse tampão possui em sua estrutura um 

grupamento amino, o qual apresenta um par de elétrons disponível que pode participar 

da ligação de coordenação com o metal quelatado (SERPA, 2002). Tal característica 

estrutural acarreta a competição do tampão pelo íon metálico, com a proteína. Alguns 

trabalhos têm relatado um aumento da seletividade na purificação de IgG a partir do 

plasma humano devido ao caráter competitivo do tampão Tris, na ausência de sal 

(SERPA et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008; BRESOLIN et al., 2010; MING, 2011). 

Comparando os resultados entre as cromatografias realizadas com os tampões 

na ausência de sal, observa-se que a quantidade de proteína adsorvida (Figura 4.1) 

diminui com o aumento da força iônica dos tampões (Tabela 4.2). Tal comportamento 

pode estar relacionado ao enfraquecimento das interações não específicas entre as 

proteínas e o quelato metálico. 

Tabela 4.2 : Força iônica dos tampões Hepes, Tris-HCl e fosfato de sódio (25 mmol/L), pH 7,5. 

                       , em que    e    são a concentração e carga de cada íon, respectivamente. 
 

Além disso, observa-se que, na ausência de sal, a quantidade de proteína 

adsorvida (Figura 4.1) é menor ao se empregar os tampões Tris-HCl e fosfato de sódio 

em relação ao Hepes. Esse fato pode estar relacionado à presença de grupamentos 

químicos nos tampões fosfato e Tris-HCl capazes de competir com a proteína pelo sítio 

de adsorção. 

Os resultados das cromatografias conduzidas com o tampão Tris-HCl na 

presença de NaCl indicam que os fragmentos Fab não foram recuperados separados 

do Fc. Esse resultado pode estar relacionado às interações entre o grupamento amino 

do Tris-HCl com o íon metálico quelatado dificultando a adsorção do fragmento Fc e 

consequentemente a sua não retenção. 

  Em condições cromatográficas em que a força iônica do tampão de adsorção é 

Tampão Força iônica (mol/L) 

Hepes 0,011 

Tris-HCl 0,022 

Fosfato de sódio 0,066 
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baixa, o quelato se comporta como um trocador de íons possibilitando a adsorção de 

proteínas por interações não específicas (GABERC-POREKAR e MENART, 2001; 

UEDA et al., 2003). Com o aumento da força iônica do tampão de adsorção, as 

interações entre o íon metálico e moléculas de água são enfraquecidas, favorecendo a 

adsorção das proteínas (UEDA et al., 2003; PRASANA e VIJAYALAKSHMI, 2010). 

Segundo Porath e colaboradores 1975, em elevadas concentrações de sal (geralmente 

1,0 mol/L de NaCl) associadas a valores de pH em que os resíduos de histidina estejam 

desprotonados, interações não específicas, tais como as eletrostáticas, entre os 

quelatos metálicos e os aminoácidos na superfície da proteína, assim como, entre 

proteínas são minimizadas. 

4.1.1. Determinação do ponto de ruptura da agarose-CM-Asp-Ni(II) 

Foram realizados experimentos para determinação da curva de ruptura do 

adsorvente agarose-CM-Asp-Ni(II) com Hepes como tampão de adsorção com a 

finalidade de determinar o ponto de ruptura e a seletividade do adsorvente. Essa 

condição cromatográfica foi selecionada por ter proporcionado a maior recuperação e 

grau de pureza (100%) dos fragmentos Fab nas frações não retidas, separado dos 

fragmentos Fc. A curva de ruptura e o perfil do Western blot estão representados na 

Figura 4.5 e Figura 4.6. A duplicata do cromatograma e balanços de massas dessas 

condições estão apresentados no Apêndice B. 

Segundo o ensaio de Western blot (Figura 4.6), os fragmentos Fab são 

recuperados separados do Fc nas frações de  7 a 17, porém contendo a IgG intacta. 

Como houve purificação dos fragmentos Fab, determinou-se sua pureza e o fator de 

purificação por RID. As análises foram realizadas agrupando-se as frações 

cromatográficas de 1 a 17 (“pool” Fab), as frações das etapas de lavagem (“pool” 

lavagem) e as frações da etapa de eluição (“pool” eluição). Os resultados obtidos são 

apresentados na Tabela 4.3.  
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Figura 4.5: a) Início da curva de ruptura no gel agarose-CM-Asp-Ni(II) em tampão Hepes, com 
NaCl (1,0 mol/L),  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/mim. I: Injeção de 33,0 mL de 
solução de digestão (Fab e Fc de IgG humana) na concentração de 0,97 mg/mL (concentração 
de proteína total estimada pelo método de Bradford, com BSA como proteína de referência). b) 
L: Lavagem tampãoHepes, com NaCl (1,0 mol/L), pH 7,5. E: Eluição tampão Hepes, com NaCl 
(1,0 mol/L), contendo 100,0 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 
mmol/L, pH 7,0. 

Os resultados obtidos pelo ensaio RID confirmam o perfil eletroforético e o 

Western blot, indicando que 13,1% os fragmentos Fab são recuperados com elevada 

pureza nas frações de não retidas na coluna (valor calculado de pureza de 106%), 

porém contendo IgG não clivada. Além disso, a capacidade dinâmica de adsorção do 

adsorvente agarose-CM-Asp-Ni(II) foi de 1,50 mg/mL de gel. Os valores de pureza para 

os fragmentos Fab, foram superiores a 100%.  Esse resultado pode ser explicado pelas 

diferenças nos métodos de quantificação. A quantificação de proteínas totais foi 

realizada pelo método de Bradford (1976), o qual pode apresentar uma variação 

dependendo da proteína dosada, subestimando a concentração de Fab. No entanto, a 

imunodifusão radial, por ser um ensaio baseado na interação antígeno-anticorpo, é 

mais específica que o método de Bradford.  
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Figura 4.6: Perfil do Western blot das frações cromatográficas das cromatografias em agarose-
CM-Asp-Ni(II) em sistema tamponante Hepes, com NaCl (1 mol/L), pH 7,5. Eluição com tampão 
Hepes, com NaCl (1 mol/L), contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. Regeneração com EDTA 
100 mmol/L, pH 7,0. Mc – Marcador de massa molecular pré-corado; Inj – solução da injeção; L 
– “pool” da lavagem; E – “pool” da eluição. (a) membrana em que houve adição de anti-Fab; (b) 
membrana em que houve adição de anti-Fc. 
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Tabela 4.3: Balanço de massa da curva de ruptura em agarose-CM-Asp-Ni(II) em tampão de 
equilíbrio e lavagem Hepes, NaCl (1,0 mol/L), pH 7,5; eluição: Hepes, na presença de NaCl (1,0 
mol/L) contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Bradford RID 

Fração Massa (mg)a % b Massa (mg)c % d Pureza (%)e FPf 

Injeção 40,36   0,14 100,0 26,1   0,0 100,0 65   0 1,0 

“pool” Fab 3,24   0,10 8,0 3,4   0,2 13,1 106   3 1,6 

“pool” Lavagem 37,94   0,79 94,0 27,1   1,1 103,8 71   2 1,1 

“pool” Eluição 4,49   0,01 11,1 0,6   0,0 2,2 13   0 0,2 

“pool” Regeneração 0,00 0,0 

Recuperação (%) 105,1   1,7 106,0   4,2 
a Massa de proteína total estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG como proteína de 

referência 
b Massa de proteína total em cada etapa dividida pela massa de proteína na injeção x 100 

c Massa de fragmentos Fab e de IgG estimada por  RID 
d Massa de fragmentos Fab e de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos Fab e de 

IgG na injeção x 100 

e Pureza: massa de fragmentos Fab e de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa 
multiplicada por 100 

f Fator de purificação: pureza dividida pela pureza da solução de injeção.  

4.2. Efeito do íon metálico cobre na purificação de fragmentos Fab 

O íon metálico cobre foi avaliado na purificação de fragmentos Fab com a 

finalidade de se obter os fragmentos Fab separados do Fc e da IgG intacta. De acordo 

com Sulkowski (1989), o íon metálico cobre quelatado ao IDA requer pelo menos um 

resíduo de histidina disponível para a ligação de coordenação com uma proteína. 

Assim, espera-se que os fragmentos Fc e da IgG intacta sejam adsorvidos ao quelato 

metálico, enquanto os fragmentos Fab sejam recuperados nas frações não retidas na 

coluna. 

As Figuras 4.7 e 4.8 retratam as porcentagens de proteínas totais adsorvidas e 

não adsorvidas e os perfis eletroforéticos, respectivamente, dos ensaios 

cromatográficos. Os cromatogramas, eletroforeses, em duplicata, e balanços de 

massas das cromatografias conduzidas com os tampões Hepes, Tris-HCl e fosfato de 

sódio na ausência e presença de NaCl (1,0 mol/L) estão apresentados no Apêndice C. 

 Observou-se que a presença de cloreto de sódio no tampão de adsorção 
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favoreceu o aumento na quantidade de proteínas totais recuperadas nas etapas de 

lavagem (Figura 4.7). Além disso, a presença de sal possibilitou a recuperação dos 

fragmentos Fab nas frações de lavagem seletivamente, conforme indicado no perfil 

eletroforético (Figura 4.8).  

 

Figura 4.7: Porcentagem de proteínas totais adsorvidas e não adsorvidas das cromatografias 
realizadas no quelato metálico CM-Asp-Cu(II) empregando os tampões de adsorção Hepes, 
Tris-HCl e fosfato de sódio na ausência e presença de cloreto sódio. Quantidade de cobre: 7,80 
mol Cu(II)/mL de gel. 

As frações cromatográficas das condições tamponantes que proporcionaram a 

recuperação dos fragmentos Fab separados do Fc foram analisadas por meio do ensaio 

de Western blot (Figura 4.9), com a finalidade de confirmar, por meio da detecção 

imunológica os fragmentos Fab e Fc. As frações cromatográficas das condições 

tamponantes que proporcionaram a recuperação seletiva dos fragmentos Fab, foram 

submetidas a anáilise de RID para a determinação da pureza e do fator de purificação 

(Tabela 4.4). 

Nas cromatografias com CM-Asp-Cu(II), na  ausência de NaCl no tampão de 

equilíbrio, houve a adsorção de praticamente todas as proteínas. Esse comportamento 

pode ser explicado pelo fato de, em baixa força iônica, o quelato metálico se comportar 

como um trocador de íons possibilitando a adsorção de proteínas por interações não 

específicas (GABERC-POREKAR e MENART, 2001; UEDA et al., 2003).  
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Figura 4.8: Perfil eletroforético das frações cromatográficas dos experimentos em agarose-CM-
Asp-Cu(II) utilizando os sistemas tamponantes Hepes, Tris-HCl  e fosfato de sódio  pH 7,5, na 
ausência e presença de cloreto de sódio.  M – marcador de baixa massa molecular; IgG – 
marcador de IgG; A – solução de injeção. L - fração de lavagem;  E - fração de eluição. 

Nas cromatografias com CM-Asp-Cu(II), na  presença de NaCl, houve a 

adsorção dos fragmentos Fab (Figura 4.8 e Figura 4.9). Tal comportamento pode ser 

explicado pelo fato dos fragmentos Fab apresentarem o aminoácido histidina na sua 

sequência primária (TODOROVA-BALVAY et al., 2004). Segundo Sulkowski (1989), o 

metal cobre quelatado ao IDA, requer pelo menos um resíduo de histidina disponível 

para a ligação de coordenação com a proteína, ao se empregar tampões com  NaCl. 

Porém, os ions metálicos Ni(II), Co(II) e Zn(II), requerem mais resíduos de histidina e/ou 
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que esses se apresentem em determinadas conformações estruturais para ocorrer a 

ligaçoes de coordenação. Portanto, é possível que os resíduos de histidina do 

fragmento Fab estejam disponíveis para a adsorção por coordenação com o CM-Asp- 

Cu(II).  

             
 Figura 4.9: Perfil do Western blot das frações das cromatografias em agarose-CM-Asp-
Cu(II) utilizando os sistemas tamponantes Hepes, Tris-HCl  e fosfato de sódio  pH 7,5, na 
presença de cloreto de sódio.  Mc – marcador de massa molar pré-corado; L - frações de 
lavagem; E - frações de eluição.  
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Tabela 4.4. Balanço de massa da cromatografia em agarose-CM-Asp-Cu(II) com tampão de 
equilíbrio e lavagem Tris-HCl e fosfato de sódio na presença de NaCl; eluição: Tris-HCl 25 na 
presença de NaCl contendo 100,0 mmol/L de imidazol, pH 7,5. pH 7,5 e regeneração: EDTA 
100 mmol/L, pH 7,0. 

a Massa de proteína total estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG humana como 
proteína de referência 

b Massa de proteína total em cada etapa dividida pela massa de proteína na injeção x 100 

c Massa de fragmentos Fab e de IgG estimada por RID 
d Massa de fragmentos Fab e de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos Fab e de 

IgG na injeção x 100 

e Pureza: massa de fragmentos Fab e de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa 
multiplicada por 100 

f Fator de purificação: pureza dividida pela pureza da solução de injeção  
 

A recuperação seletiva dos fragmentos Fab, assim como,  a adsorção de 

proteina total ao ligante CM-Asp-Cu(II) é dependente do sistema tamponante 

empregado. O emprego do tampão de carga líquida positiva Tris-HCl e o tampão de 

carga líquida negativa, fosfato de sódio na presença de cloreto de sódio, possibilitaram 

a obtenção de 43% e 41%, respectivamente, dos fragmentos Fab separados do Fc nas 

frações de lavagem. Uma possível explicação para tais resultados pode estar 

relacionada ao enfraquecimento das ligações não específicas entre as proteínas e o 

quelato metálico. A adição de sal ao tampão de adsorção suprime as interações entre o 

íon metálico e moléculas de água, favorecendo a adsorção das proteínas, aumentando 

a seletividade e a estabilidade do complexo formado entre proteína e quelato metálico 

 Bradford RID 

 Fração Massa (mg)a %b Massa (mg)c %d Pureza (%)e FPf 

T
ris

-H
C

l c
om

 N
aC

l 

Injeção 5,22   0,01 100 3,0   0,1 100 57   1 1,0 

“pool” Lavagem 1,47   0,06 28,2 1,3   0,0 4,0 90   5 1,6 

“pool” Eluição 3,84   0,22 73,6 2,2   0,0 73,0 57   4 1,0 

“pool” Regeneração 0,00   0,00 0,0        

Recuperação (%) 101,8   5,5 118,0   1,5 

F
os

fa
to

 d
e 

só
di

o 
co

m
 N

aC
l 

Injeção 5,88   0,31 100 3,2   0,0 100 55   3 1,0 

“pool” Lavagem 1,42   0,03 24,2 1,3   0,0 41,0 94   3 1,7 

“pool” Eluição 4,69   0,11 79,8 1,8   0,0 6,8 39   1 0,7 

“pool” Regeneração 0,00 0,0 

Recuperação (%) 104,2   5,6 97,5   0,8 
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(UEDA et al., 2003; TODOROVA e VIJAYALAKSHMI, 2006; PRASANA e 

VIJAYALAKSHMI, 2010). 

Com a finalidade de recuperar com seletividade os fragmentos Fab, na 

cromatografia conduzida com o quelato CM-Asp-Cu(II) e tampão Hepes, empregou-se a 

estratégia de adicionar ao tampão de adsorção 5 mmol/L de imidazol (Figura 4.10).  

 

 (a) 

 
(b) 

 

 

Figura 4.10: Perfil eletroforético (a) e Western blot (b) das frações das cromatografias em 
agarose-CM-Asp-Cu(II). Tampão de adsorção: Hepes com 5 mmol/L imidazol pH 7,5. Eluição: 
Hepes com 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. M – marcador de baixa massa molecular; IgG – 
marcador de IgG; A – solução de injeção. Mc – marcador de massa molar pré-corado; L- 
frações de lavagem; E - frações de eluição.  

Na cromatografia com adição de 5 mmol/L de imidazol ao tampão de adsorção, 

os fragmentos Fab não foram obtidos seletivamente. Esse resultaddo pode estar 

relacionado ao fato de o nitrogênio do imidazol se ligar ao metal quelatado impedindo a 

ligação dos fragmentos Fc e consequentemente sua recuperação nas frações não 

retidas na coluna. 
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4.2.1. Determinação do ponto de ruptura do adsorvente agarose-CM-Asp-

Cu(II) 

Foram realizados experimentos para determinação da curva de ruptura no 

adsorvente agarose-CM-Asp-Cu(II) em tampão fosfato de sódio com NaCl (1,0 mol/L) 

como tampão de adsorção e fosfato de sódio com NaCl (1,0 mol/L) contendo imidazol 

como tampão de eluição com a finalidade de determinar o ponto de ruptura e a 

seletividade do adsorvente. Essa condição cromatográfica foi selecionada por ter 

proporcionado a maior recuperação com maior grau de pureza dos fragmentos Fab 

(recuperação de 41,05% de fragmento Fab com pureza de 94%) nas frações de 

lavagem, separado dos fragmentos Fc. A curva de ruptura e o perfil do Western blot 

estão representados nas Figuras 4.11 e 4.12. A duplicata da cromatografia e os 

balanços de massas da curva de ruptura estão apresentados no Apêndice C.  

Segundo o Western blot (Figura 4.12), os fragmentos Fab foram recuperados 

separados do Fc nas frações de  9 a 31. Como houve purificação dos fragmentos Fab, 

determinou-se sua pureza e o fator de purificação por RID. As análises foram realizadas 

agrupando-se as frações cromatográficas de 1 a 31 (“pool” Fab), as frações das etapas 

de lavagem (“pool” lavagem) e as frações da etapa de eluição (“pool” eluição). Os 

resultados obtidos são apresentados na Tabela 4.5.  

Os resultados obtidos por RID confirmam o perfil eletroforético e o Western blot, 

indicando que os fragmentos Fab são recuperados com elevada pureza nas frações 

não retidas (106% de pureza).  
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Figura 4.11: (a) Curva de ruptura no gel agarose-CM-Asp-Cu(II) utilizando sistema tamponante 
fosfato de sódio, com NaCl (1,0 mol/L),  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção 
de 89,0 mL de solução de IgG digerida na concentração de 0,99 mg /mL (concentração de 
proteína total estimada pelo método de Bradford, com BSA como proteína de referência).  (b) L: 
Lavagem com tampão fosfato de sódio 25 mmol/L, na presença de NaCl , pH 7,5. E: Eluição 
com tampão fosfato de sódio, na presença de NaCl, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. 
R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Tabela 4.5: Balanço de massa por RID da curva de ruptura em agarose-CM-Asp-Cu(II) em 
tampão de equilíbrio e lavagem fosfato de sódio, NaCl (1,0 mol/L), pH 7,5; eluição: fosfato de 
sódio, na presença de NaCl (1,0 mol/L) contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e 
regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

a Massa de proteína total estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG humana como 
proteína de referência 

b Massa de proteína total em cada etapa dividida pela massa de proteína na injeção x 100 

c Massa de fragmentos Fab e de IgG estimada por RID 
d Massa de fragmentos Fab e de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos Fab e de 

IgG na injeção x 100 

e Pureza: massa de fragmentos Fab e de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa 
multiplicada por 100 

fFator de purificação: pureza dividida pela pureza da solução de injeção  
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Figura 4.12: Perfil do Western blot das frações da cromatografia em agarose-CM-Asp-Cu(II) em sistema tamponante fosfato de 
sódio, com NaCl (1 mol/L) em pH 7,5. Eluição com tampão de sódio, com NaCl (1 mol/L)  contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. 
Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Membrana de nitrocelulose: Mc – Marcador de massa molecular pré-corado; Inj – 
solução da injeção; L – “pool” da lavagem; E – “pool” da eluição. (a )  membrana em que houve adição de anti-Fab; (b)  membrana 
em que houve adição de anti-Fc. 
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4.3. Efeito do íon metálico cobalto na purificação de fragmentos Fab 

De acordo com Sulkowski (1989), o íon metálico cobalto quelatado ao IDA requer 

a presença de dois resíduos de histidinas, situadas em uma -hélice e entre dois ou 

três aminoácidos, disponíveis para a ligação de coordenação com uma proteína. No 

estudo de Todorova-Balvay et al. (2004), foi demonstrado que os fragmentos Fc 

apresentam um presença do cluster de histidina, His 433-X-His 435 acessível no 

fragmento Fc de IgG humana policlonal. Baseando-se nesses estudos, espera-se uma 

adsorção seletiva dos fragmentos Fc e da IgG intacta ao quelato metálico, enquanto  

maior quantidade de fragmentos Fab seja recuperada nas frações não retidas na 

coluna, quando comparado com os quelatos metálicos CM-Asp-Ni(II) e CM-Asp-Cu(II). 

As Figuras 4.13 e 4.14 retratam as porcentagens de proteínas totais adsorvidas e 

não adsorvidas e os perfis eletroforéticos, respectivamente, dos ensaios 

cromatográficos. Os cromatogramas, eletroforeses (em duplicata) e balanços de 

massas das cromatografias conduzidas com os tampões Hepes, Tris-HCl e fosfato de 

sódio, na ausência e presença de NaCl estão apresentados no Apêndice D. 

 

Figura 4.13: Porcentagem de proteínas totais adsorvidas e não adsorvidas das cromatografias 
realizadas no quelato metálico CM-Asp-Co(II) empregando os tampões de adsorção Hepes, 
Tris-HCl e fosfato de sódio na ausência e presença de cloreto sódio. Quantidade de íon 
metálico imobilizado: 7,44 mol Co(II)/mL de gel 
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Figura 4.14: Perfil eletroforético das frações das cromatografias em agarose-CM-Asp-Co(II) 
utilizando os sistemas tamponantes Hepes (a) e Tris-HCl (b) ambos em pH 7,5, na ausência de 
cloreto de sódio.  M – marcador de baixa massa molecular; IgG – marcador de IgG; A – solução 
de injeção. L - frações de lavagem;  E - frações de eluição.  
 

 
Figura 4.15: Perfil do Western blot das frações das cromatografias em agarose-CM-Asp-Co(II) 
utilizando os sistemas tamponantes Hepes (a) e Tris-HCl (b) ambos em pH 7,5, na ausência de 
cloreto de sódio.  Mc – marcador de massa molar pré-corado;  L - frações de lavagem;  E - 
frações de eluição. 
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As eletroforeses das cromatografias conduzidas na presença de NaCl e com o 

tampão fosfato de sódio não foram realizadas, uma vez que resultaram na obtenção de 

praticamente todas as proteínas nas frações não retidas na coluna (Figura 4.13), 

indicando que não houve a separação dos fragmentos. As frações das cromatografias 

em que houve a recuperação dos fragmentos Fab separados do Fc foram analisadas 

por meio do ensaio de Western blot (Figura 4.15), com a finalidade de confirmar, por 

meio da detecção imunológica os fragmentos Fab e Fc. 

Nas cromatografias conduzidas com os tampões na presença de NaCl (1,0 

mol/L) praticamente todas as proteínas foram recuperadas nas frações não retidas. Em 

condições cromatográficas com elevadas concentrações de sal (geralmente 1,0 mol/L 

de NaCl), associadas a valores de pH em que os resíduos de histidina estejam 

desprotonados (pKa ~6,5), ligações de coordenação predominam na adsorção das 

proteínas no quelato metálico (Porath et al., 1975). No estudo realizado por Sulkowski 

(1989), foi relatado que o íon metálico cobalto quelatado ao IDA, em tampões contendo 

NaCl, requer a presença de dois resíduos de histidinas situadas em uma -hélice e 

entre dois ou três aminoácidos, disponíveis para a ligação de coordenação com uma 

proteína. Portanto, é possível que a IgG e os fragmentos Fab e Fc não apresentem em 

sua estrutura os resíduos de histidina acessíveis situadas em uma -hélice e entre dois 

ou três aminoácidos para a adsorção em CM-Asp-Co(II). 

Nas cromatografias conduzidas com os tampões Tris-HCl e fosfato de sódio, na 

ausência de NaCl, houve menor adsorção de proteína total em comparação com as 

cromatogradias conduzidas com Hepes. Esse comportamento pode estar relacionado 

com as possíveis interações eletrostáticas entre o grupamento NH3
+ do tampão Tris 

com o quelato metálico, dificultando a adsorção das proteínas. Para o tampão fosfato, é 

possível que interações eletrostáticas entre o oxigiênio desprotonado do fosfato com a 

proteína dificultaram a adsorção das proteínas ao quelato metálico. 

Para o ligante CM-Asp-Co(II), nas cromatografias conduzidas com os tampões 

de adsorção Hepes e Tris-HCl na ausência de sal houve a recuperação seletiva dos 

fragmentos Fab (Figura 4.15). No entanto, com o tampão Tris-HCl, foram recuperadas 

somente 13,38 ± 0,91% das proteínas totais, na eluição. Em tampão Hepes, 27,12 ± 
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0,32% das proteínas totais foram recuperadas na eluição. Desse modo, as frações das 

cromatografias em CM-Asp-Co(II), com o tampão Hepes foram analisadas por RID para 

a determinação da pureza e do fator de purificação (Tabela 4.6). Os resultados obtidos 

(Tabela 4.6) indicam que 31% dos fragmentos Fab são recuperados nas frações de 

eluição com pureza de 91%. 

Nas cromatografias realizadas com o ligante CM-Asp-Co(II) na ausência de 

NaCl, houve a recuperação dos fragmentos Fab nas frações de eluição separados do 

Fc. Esperava-se que os fragmentos Fc também fossem adsorvidos no quelato CM-Asp-

Co(II), como foi relatado para os quelatos CM-Asp-Ni(II) e CM-Asp-Cu(II). No entanto, o 

quelato CM-Asp-Co(II) favoreceu a adsorção dos fragmentos Fab e da IgG, enquanto 

os fragmentos Fc foram recuperados na etapa de lavagem.  

Tabela 4.6: Balanço de massa da cromatografia em agarose-CM-Asp-Co(II) utilizando tampão 
de equilíbrio e lavagem Hepes 25 mmol/L, pH 7,5; eluição: Hepes 25 mmol/L, contendo 100,0 
mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Bradford  RID 

Fração Massa (mg)a % b Massa (mg)c % d Pureza (%)e FPf 

Injeção 3,70 ± 0,07 100 2,0 ± 0,0 100 54 ± 1 1,0 

“pool” Lavagem 2,94 ± 0,09 79,5 1,3 ± 0,0 67,0 46 ± 1 0,8 

“pool” Eluição 0,68 ± 0,05 18,4 0,6 ± 0,0 31,0 91 ± 5 1,7 

“pool” Regeneração 0,09 ± 0,01 2,4 0,0 

Recuperação (%) 100,3 ± 4,1 97,9 ± 1,4 
a Massa de proteína total estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG humana como 

proteína de referência 
b Massa de proteína total em cada etapa dividida pela massa de proteína na injeção x 100 

c Massa de fragmentos Fab e de IgG estimada por RID 
d Massa de fragmentos Fab e de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos Fab e de 

IgG na injeção x 100 

e Pureza: massa de fragmentos Fab e de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa 
multiplicada por 100 

fFator de purificação: pureza dividida pela pureza da solução de injeção  

4.3.1. Interação do CM-Asp-Co(II) com fragmento Fab 

Segundo Zachariou e Hearn (2000), em condições experimentais caracterizadas 

por uma baixa força iônica, o ligante (agente quelante – íon metálico) exibe um 
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fato de os experimentos conduzidos na presença cloreto de sódio não favorecerem a 

adsorção dos fragmentos Fab. Nessas condições, mais de 97% das proteínas totais foi 

recuperada na etapa de lavagem.  

Com a finalidade de verificar se a adsorção seletiva dos fragmentos Fab ocorre 

em outros agentes quelantes tetradentados quelatados ao íon metálico cobalto, foram 

realizados experimentos cromatográficos com os adsorventes agarose-TREN-Co(II) e 

agarose-NTA-Co(II), utilizando a condição que possibilitou a maior recuperação de 

fragmentos Fab nas frações de eluição: tampão de adsorção Hepes na ausência de 

NaCl. Os perfis eletroforéticos das frações das cromatografias em TREN-Co(II) e NTA-

Co(II) estão representados na Figura 4.17. 

 Agarose-TREN-Co(II)  Agarose-NTA-Co(II) 
(a) (b) 

Figura 4.17: Perfil eletroforético das frações das cromatografias em (a) agarose-TREN-Co(II) e 
(b) agarose-NTA-Co(II) utilizando os sistemas tamponantes Hepes, pH 7,5,.  M – Marcador de 
baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – solução de injeção. L -  frações de 
lavagem; E - frações de eluição; R - frações de regeneração.  

Os perfis eletroforéticos indicam que com quelato TREN-Co(II) houve a 

recuperação dos fragmentos Fab, separados do Fc, na etapa de lavagem, enquanto 

com o NTA-Co(II), apenas, na etapa de regeneração. O CM-Asp, assim como o NTA, 

adsorvem o fragmento Fab. Esse fato pode estar relacionado com a estrutura química 

dos agentes quelantes. Na Figura 4.18, estão representados os anéis quelato formados 

entre o íon metálico e átomos dos agentes quelantes CM-Asp, TREN e NTA. 

 Observa-se que o CM-Asp e o NTA apresentam um átomo de nitrogênio e três 

átomos de oxigênio que participam da coordenação com o íon metálico. Tal 

semelhança entre as estruturas podem estar relacionada ao fato do fragmento Fab 
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adsorver nesses quelatos metálicos. O resultado da cromatografia com o adsorvente 

agarose-CM-Asp-Co(II) empregando o tampão de adsorção Hepes sem NaCl é 

promissor para purificação de fragmentos Fab a partir de uma solução de IgG clivada 

enzimaticamente. Essa condição cromatográfica proporcionou a adsorção dos 

fragmentos Fab ao ligante e a recuperação desses nas frações de eluição separados 

do Fc, conforme indicado nas Figuras 4.15. No entanto, essa condição cromatográfica 

acarretou a recuperação dos fragmentos Fab junto à IgG intacta. Com a finalidade obter 

tais fragmentos separados do anticorpo intacto foram testadas duas condições de 

eluição: gradiente de concentração imidazol e gradiente de pH.  

 

  

 

TREN NTA CM-Asp 

Figura 4.18: Estrutura química dos agentes quelante tetradentados TREN, NTA e CM-Asp 
(Fonte: Adaptado de GABERC-POREKAR e MENART, 2001). 

4.3.2.  Purificação de Fab em agarose-CM-Aps-Co(II): eluição por aumento 

da concentração de imidazol e por diminuição do pH 

A eluição em gradiente degrau por adição de agente competidor (imidazol) no 

tampão de adsorção e por diminuição gradativa do pH foram empregadas nas 

cromatografias conduzidas com o ligante CM-Asp-Co(II) (Figura 4.19).  

Esperava-se que a força de interação entre fragmento Fab e o quelato metálico e 

entre IgG não clivada e o quelato metálico fossem diferentes quanto a intensidade, de 

modo que concentrações específicas de imidazol ou determinados valores de pH 

proporcionariam a obtenção dos fragmentos Fab separados da IgG não clivada. Os 

resultados indicam que toda proteína adsorvida ao quelato metálico CM-Asp-Co(II) foi 
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recuperada na eluição com 20 mmol/L de imidazol e nos valores de pH 6,0 e 5,0. O 

tampão de adsorção Hepes pH 7,5 sem NaCl, associado a eluição das proteínas 

adsorvidas por aumento gradativo da concentração de imidazol ou diminuição gradativa 

do pH, não possibilitou a separação dos fragmentos Fab da IgG não clivada. 

 

(a) 

 

(b) 

 

Figura 4.19: Perfil eletroforético de adsorção de fragmentos de IgG a partir solução de IgG 
clivada em agarose-CM-Asp-Co(II) utilizando sistema tamponante Hepes sem NaCl,  pH 7,5. M 
– Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – solução de injeção. L: 
Lavagem com tampão Hepes sem NaCl , pH 7,5. (a) E1: Eluição com tampão Hepes contendo 
20 mmol/L de imidazol, pH 7,5; (b) E2: Eluição com tampão acetato pH 6,0; E3: Eluição com 
tampão acetato pH 5,0. 

4.3.3. Determinação da capacidade de adsorção dinâmica do adsorvente 

agarose-CM-Asp-Co(II) 

Foram realizados experimentos para determinação da curva de ruptura no 

adsorvente agarose-CM-Asp-Co(II) em Hepes como tampão de adsorção com a 

finalidade de determinar a capacidade dinâmica e a seletividade do adsorvente. Essa 

condição cromatográfica foi selecionada por ter proporcionado a recuperação dos 

fragmentos Fab nas frações de eluição, separado dos fragmentos Fc. A curva de 

ruptura e o perfil eletroforético estão apresentados na Figura 4.20 e Figura 4.21, o 

Western blot na Figura 4.22 e o balanço de massa na Tabela 4.7. A duplicata do 

cromatograma e da eletroforese, e balanços de massas dessas condições estão no 

Apêndice D.  

Os resultados de Western blot e RID confirmam o perfil eletroforético e indicam 

que os fragmentos Fab são recuperados com elevada pureza nas frações de eluição 
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Figura 4.21: Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de 
baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Fração de injeção: F7 –  flowthrough 
(fração 7); F22 – flowthrough (fração 22); F44 – flowthrough (fração 44); F45 – flowthrough (fração 
45); L51 – Lavagem (fração 51); L106 – Lavagem (fração 1106); E156 – Eluição (fração 156); E157 – 
Eluição (fração 157); E158 – Eluição (fração 158); E159 – Eluição (fração 159).  

 

Figura 4.22: Perfil do Western blot das frações cromatográficas realizadas em agarose-CM-
Asp-Co(II) em sistema tamponante Hepes em pH 7,5. Lavagem com tampão Hepes pH 7,5. 
Eluição com tampão Hepes contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. Regeneração com EDTA 
100 mmol/L, pH 7,0. Membrana de nitrocelulose: Mc – Marcador de massa molecular pré-
corado; Inj – solução de injeção; F- “pool” do flowthrough; L – “pool” da lavagem; E – “pool” da 
eluição.  
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Tabela 4.7: Balanço de massa por imunodifusão radial (RID) das frações de injeção e eluição 
da curva de ruptura em agarose-CM-Asp-Co(II) em tampão de equilíbrio e lavagem Hepes pH 
7,5; eluição: Hepes contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 
mmol/L, pH 7,0. 

Bradford RID 

Fração Massa (mg)a % b Massa (mg)c % d Pureza (%) e FPf 

Injeção 224,67 ± 0,81 100 128,2 ± 2,4 100 57 ± 1 1,0 

“pool” FT 159,44 ± 1,53 71,0 79,7 ± 0,7 62,2 50 ± 1 0,9 

“pool” Lavagem 30,34 ± 1,27 13,5 22,8 ± 0,0 17,8 75 ± 3 1,3 

“pool” Eluição 17,88 ± 0,08 8,0 17,1 ± 0,3 13,3 96 ± 2 1,5 

“pool” Regeneração 0,00 

Recuperação (%) 92,4 ± 0,5 93,4 ± 1,8 
a Massa de proteína total estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG humana como 

proteína de referência 
b Massa de proteína total em cada etapa dividida pela massa de proteína na injeção x 100 

c Massa de fragmentos Fab e de IgG estimada por RID 
d Massa de fragmentos Fab e de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos Fab e de 

IgG na injeção x 100 

e Pureza: massa de fragmentos Fab e de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa 
multiplicada por 100 

fFator de purificação: pureza dividida pela pureza da solução de injeção  

4.4. Efeito do íon metálico zinco na purificação de fragmentos Fab 

De acordo com Sulkowski (1989) o íon metálico zinco quelatado ao IDA requer a 

presença de dois resíduos de histidinas situadas em uma -hélice e entre dois ou três 

aminoácidos e disponíveis para a ligação de coordenação com uma proteína. No 

estudo de Todorova-Balvay (2004) foi demonstrado que os fragmentos Fc apresentam 

um presença do cluster de histidina, His 433-X-His 435 acessível, no fragmento Fc de 

IgG humana policlonal. Baseando-se nesses estudos, espera-se uma adsorção seletiva 

dos fragmentos Fc e da IgG intacta ao quelato metálico, enquanto maior quantidade de 

fragmentos Fab seja recuperada nas frações não retidas na coluna, quando comparado 

com os quelatos metálicos CM-Asp-Ni(II),CM-Asp-Cu(II) e CM-Asp-Co(II). 

As Figuras 4.23 e 4.24 demonstram as porcentagens de proteínas adsorvidas e 

os perfis eletroforéticos, respectivamente, dos ensaios cromatográficos. Os 

cromatogramas, eletroforeses (em duplicata) e balanços de massas dessas condições 
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estão apresentados no Apêndice E. 

 

Figura 4.23: Porcentagem de proteínas totais adsorvidas e não adsorvidas das cromatografias 
realizadas no quelato metálico CM-Asp-Zn(II) empregando os tampões de adsorção Hepes, 
Tris-HCl e fosfato de sódio na ausência e presença de cloreto sódio. Quantidade de metal: 4,34 
mol Zn(II)/mL de gel  

Para o ligante CM-Asp-Zn(II), as cromatografias conduzidas com os tampões de 

adsorção Hepes e Tris-HCl na presença de NaCl e fosfato de sódio sem NaCl 

resultaram na recuperação de praticamente todas as proteínas nas frações de lavagem. 

Nas cromatografias realizadas com os tampões na ausência de sal, observa-se que a 

quantidade de proteína adsorvida é menor quando são empregados os tampões Tris-

HCl e fosfato de sódio. Tal comportamento pode estar relacionado à competição dos 

grupamentos químicos dos tampões fosfato e Tris-HCl pelo sítio de adsorção.  

Nas cromatografias realizadas com o tampão Hepes e Tris-HCl, na ausência de 

sal, não houve a recuperação seletiva dos fragmentos Fab como indicado no perfil 

eletroforético e no ensaio de Western blot (Figura 4.24 e 4.25). Os fragmentos Fab e Fc 

foram obtidos nas frações de lavagem e eluição. 

Nas cromatografias conduzidas na presença de NaCl, praticamente todas as 

proteínas foram recuperadas nas frações não retidas. Esse comportamento foi 

semelhante ao encontrado para o quelato metálico CM-Asp-Co(II).  
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Figura 4.24: Perfil eletroforético das frações cromatográficas dos experimentos em agarose-
CM-Asp-Zn(II) utilizando os sistemas tamponantes Hepes, Tris-HCl  e fosfato de sódio  pH 7,5, 
na ausência e presença de cloreto de sódio.  M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – 
Marcador de IgG; A – Solução de injeção. L - Lavagem;  E - Eluição. 

 

 

Figura 4.25: Western blot das frações cromatográficas dos experimentos em agarose-CM-Asp-
Zn(II) utilizando sistema tamponante (a) Tris-HCl na presença de NaCl Mc – Marcador de 
massa molar; IgG – Marcador de IgG; L - Lavagem E - Eluição. 

As eletroforeses das cromatografias conduzidas na presença de NaCl e com o 

tampão fosfato de sódio não foram realizadas, uma vez que resultaram na recuperação 

de praticamente todas as proteínas nas frações não retidas na coluna (Figura 4.23), 

indicando que não houve a separação dos fragmentos. 

 

 

 

Anti-Fab

150 
102

76

52

38

31

24

17

12

225 IgG

Fc
Fab

Fragmentos 
clivados

Mc L EL EL E EL EL

Anti-Fc

L E

kDa

 Hepes sem NaCl  Tris-HCl sem NaCl 
(a) (b) 

150
97

30

20,1

14,4

66
45

M IgG A

IgG

Fc
Fab

Fragmentos 
clivados

L L E EL

kDa

E M IgG A

IgG

Fc
Fab

Fragmentos 
clivados

L

150

97

30 

20,1

14,4

66

kDa

45

L E EEL



 

117 

 

 

 

 

CAPÍTULO 5: CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho, foi avaliada a purificação dos fragmentos Fab  obtidos por meio 

da clivagem enzimática de IgG humana nos quelatos metálicos CM-Asp-Ni(II), CM-Asp-

Cu(II), CM-Asp-Co(II) e CM-Asp-Zn(II) empregando os sistemas tamponantes Hepes, 

Tris-HCl e fosfato de sódio na ausência e presença de NaCl. 

Este estudo demonstrou que os quelatos metálicos avaliados e as condições 

experimentais em que as cromatografias foram conduzidas proporcionaram uma 

diversidade na pureza de fragmentos Fab e na quantidade de proteínas obtidas nas 

etapas de lavagem e eluição.  

Nas cromatografias realizadas com o adsorvente agarose-CM-Asp-Ni(II) com o 

tampão de adsorção Hepes e fosfato de sódio na presença de NaCl e o adsorvente 

agarose-CM-Asp-Cu(II)  em tampões Tris-HCl e fosfato de sódio na presença de NaCl 

(1,0 mol/L), houve a recuperação dos fragmentos Fab, separados dos Fc, nas frações 

não retidas (cromatografia negativa). Na presença de sal, a adsorção das proteínas 

nesses quelatos metálicos ocorreu principalmente por ligações de coordenação. 

Nas cromatografias com o ligante CM-Asp-Co(II), obteve-se um comportamento 

peculiar, uma vez que os fragmentos Fab foram recuperados nas frações de eluição 

(cromatografia tradicional), separados do Fc, apenas nas cromatografias conduzidas 

com os tampões de adsorção Hepes e Tris-HCl, na ausência de sal. Nessas condições, 

provavelmente as interações eletrostáticas predominaram na adsorção dos fragmentos 

Fab no quelato metálico CM-Asp-Co(II). 

Nas cromatografias com o quelato metálico CM-Asp-Zn(II), não houve a 

recuperação dos fragmentos Fabs seletivamente nos sistemas tamponantes 

empregados. 



 

118 

 

Os resultados das curvas de ruptura dos adsorventes agarose-CM-Asp-Ni(II), 

agarose-CM-Asp-Co(II) e agarose-CM-Asp-Cu(II) revelaram a recuperação de 3,4 mg, 

17,1 mg e 8,6 mg de Fab, respecticamente. Os fragmentos Fab foram obtidos  com 

pureza superior a 90%, sendo que para o ligante CM-Asp-Cu(II), segundo o western 

blot, os fragmentos Fab foram separados da IgG não clivada. 

Os resultados obtidos nas condições cromatográficas estudadas evidenciam a 

potencialidade do emprego dos quelatos CM-Asp-Ni(II), CM-Asp-Co(II) e CM-Asp-Cu(II) 

imobilizados em agarose para purificação de fragmentos Fab obtidos da clivagem 

enzimática da IgG humana policlonal. 

  



 

119 

 

 

 

 

CAPÍTULO 6: SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

   

 Diante da potencialidade dos quelatos metálicos para a purificação de 

fragmentos Fab obtidos por meio da clivagem enzimática de IgG humana é relevante a 

continuidade de pesquisas neste tema. Portanto, é sugerido para os próximos 

trabalhos: 

 avaliar a eficácia dos quelatos metálicos na purificação de fragmentos Fab de 

digestão enzimática de anticorpos monoclonais 

 avaliar a eficácia de outras matrizes cromatográficas 

 realizar estudos termodinâmicos para verificar a natureza da adsorção de 

anticorpos nos quelatos metálicos 

 realizar experimentos em larga escala 
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APÊNDICE A 

Perfil eletroforético das soluções de injeção empregadas nos experimentos e 

obtidas da clivagem enzimática de IgG humana 

 

 
 

Figura A: Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa 
massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção 
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APÊNDICE B 

Cromatogramas, eletroforeses e balanços de massas, em duplicata, dos 

experimentos realizados com os ligantes CM-Asp-Ni(II),  empregando os tampões de 

adsorção Hepes, Tris-HCl e fosfato de sódio todos a 25 mmol/L,  pH 7,5  na ausência e 

presença de  na presença de NaCl (1,0 mol/L), pH 7,5 e de eluição por adição de 

imidazol (100 mmol/L). Os resultados apresentados neste apêndice são referentes aos 

apresentados no item 4.1 

 
 

 

Figura B-1: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante Hepes na ausência de NaCl em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,89 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, pH 7,5. E: Eluição 
com tampão Hepes contendo 100,0 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 
100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – 
Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – 
Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura B-2: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na ausência de NaCl em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,89 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, pH 7,5. E: Eluição 
com tampão Hepes ,contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 
mmol/L, pH 7,0.   Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador 
de baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solu de injeção; L – Lavagem;  E –  
Eluição. 
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Tabela B-1: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Ni(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Hepes, pH 7,5; eluição: Hepes, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa(mg) %b 

Injeção 3,89   0,08 100,00 

Lavagem 1,33   0,08 34,18 

Eluição 2,62   0,14 67,22 

Regeneração 0,12   0,02 3,05 

Recuperação 4,07   0,08 104,44 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 2,74   0,16 - 

Proteínas totais adsorvidas(mg/mL) 0,91   0,05 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura B-3: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L,  em pH 7,5. Leito: 3,0 
mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,66 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na presença de 
NaCl 1 mol/L , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L, contendo 
100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de 
eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; 
IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura B-4: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L,  em pH 7,5. Leito: 3,0 
mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,73 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na presença de 
NaCl 1 mol/L , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L, contendo 
100mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de 
eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; 
IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura B-5: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: 
Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG humana na concentração 
de 3,49 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, pH 7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, 
contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel 
de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa 
molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura B-6: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: 
Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG humana na concentração 
de 3,45 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, pH 7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, 
contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel 
de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa 
molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Tabela B-3: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Ni(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Tris-HCl, pH 7,5; eluição: Tris-HCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,47   0,02 100,00 

Lavagem 1,95   0,11 56,05 

Eluição 1,47   0,06 42,22 

Regeneração 0,02   0,00 0,43 

Recuperação 3,43   0,05 98,70 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 1,48   0,06 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,49   0,02 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura B-7: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, na presença de NaCl 1 mol/L,  em pH 7,5. Leito: 
3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de 
IgG humana na concentração de 3,53 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, na presença 
de NaCl 1 mol/L , pH 7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, na presença de NaCl 1 mol/L, 
contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel 
de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa 
molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura B-8: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, na presença de NaCl 1 mol/L,  em pH 7,5. Leito: 
3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de 
IgG humana na concentração de 3,55 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, na presença 
de NaCl 1 mol/L , pH 7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, na presença de NaCl 1 mol/L, 
contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel 
de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa 
molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Tabela B-4: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Ni(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Tris-HCl,  na presença de NaCl 1 mol/L,  pH 7,5; eluição: Tris-
HCl, na presença de NaCl 1 mol/L, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: 
EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa(mg) %b 

Injeção 3,54   0,01 100,00 

Lavagem 2,61  0,02 73,59 

Eluição 1,06   0,01 29,80 

Regeneração 0,00   0,00 0,00 

Recuperação 3,66   0,02 103,39 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 1,06   0,01 - 

Proteínas totais adsorvidas(mg/mL) 0,35   0,00 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura B-9: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante fosfato de sódio, em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 
mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG humana na 
concentração de 3,64 mg/mL. L: Lavagem com tampão fosfato de sódio, pH 7,5. E: Eluição com 
tampão fosfato de sódio, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 
100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – 
Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – 
Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura B-10: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante fosfato de sódio, em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 
mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG humana na 
concentração de 3,43 mg/mL. L: Lavagem com tampão fosfato de sódio, pH 7,5. E: Eluição com 
tampão fosfato de sódio, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 
100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – 
Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – 
Lavagem;  E –  Eluição. 
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Tabela B-5: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Ni(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem fosfato de sódio, pH 7,5; eluição:  fosfato de sódio, contendo 
100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa(mg) %b 

Injeção 3,53   0,10 100,00 

Lavagem 2,32   0,06 65,60 

Eluição 1,09   0,13 30,79 

Regeneração 0,01   0,01 0,24 

Recuperação 3,41   0,20 96,64 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 1,10   0,14 - 

Proteínas totais adsorvidas(mg/mL) 0,37   0,05 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura B-11: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante fosfato de sódio, na presença de NaCl 1 mol/L,  em pH 7,5. 
Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e 
Fc de IgG humana na concentração de 3,83 mg/mL. L: Lavagem com tampão fosfato de sódio, 
na presença de NaCl 1 mol/L , pH 7,5. E: Eluição com tampão fosfato de sódio, na presença de 
NaCl 1 mol/L, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 
mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de 
baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  
Eluição. 
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Figura B-12: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Ni(II) utilizando sistema tamponante fosfato de sódio, na presença de NaCl 1 mol/L,  em pH 7,5. 
Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e 
Fc de IgG humana na concentração de 3,68 mg/mL. L: Lavagem com tampão fosfato de sódio, 
na presença de NaCl 1 mol/L , pH 7,5. E: Eluição com tampão fosfato de sódio, na presença de 
NaCl 1 mol/L, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 
mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de 
baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  
Eluição. 
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Tabela B-6: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Ni(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem fosfato de sódio, na presença de NaCl 1 mol/L, pH 7,5; eluição:  
fosfato de sódio, na presença de NaCl 1 mol/L, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e 
regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa(mg) %b 

Injeção 3,76   0,08 100,00 

Lavagem 2,48   0,20 66,05 

Eluição 1,33   0,05 35,29 

Regeneração 0,00   0,00 0,00 

Recuperação 3,79   0,25 100,93 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 1,32   0,06 - 

Proteínas totais adsorvidas(mg/mL) 0,44   0,02 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura B-13: (a) Início da curva de ruptura no gel agarose-CM-Asp-Ni(II) em tampão Hepes, 
com NaCl (1,0 mol/L),  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/L. I: Injeção de 33,0 mL de 
solução de digestão (Fab e Fc de IgG humana) na concentração de 0,97 mg/mL. (b) L: 
Lavagem tampão Hepes, com NaCl (1,0 mol/L), pH 7,5. E: Eluição tampão Hepes, com NaCl 
(1,0 mol/L), contendo 100,0 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 
mmol/L, pH 7,0. 
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Tabela B-7: Balanço de massa da curva de ruptura em gel de agarose-CM-Asp-Ni(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L, pH 7,5; eluição:  fosfato 
de sódio, na presença de NaCl 1 mol/L, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e 
regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa(mg) %b 

Injeção 30,57   0,63 100,00 

Flowthrough 3,97   0,01 12,97 

Lavagem 27,51   0,53 90,01 

Eluição 2,47   0,12 8,07 

Regeneração 0,00   0,00 0,00 

Recuperação 29,98   0,65 98,09 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 2,47   0,12 - 

Proteínas totais adsorvidas(mg/mL) 0,82   0,04 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 

 
  



 

153 

 

APÊNDICE C 

 
Cromatogramas, eletroforeses e balanços de massas, em duplicata, dos 

experimentos realizados com os ligantes CM-Asp-Cu(II),  empregando os tampões de 

adsorção Hepes, Tris-HCl e fosfato de sódio todos a 25 mmol/L,  pH 7,5  na ausência e 

presença de  na presença de NaCl (1 mol/L), pH 7,5 e de eluição por adição de imidazol 

(100 mmol/L). Os resultados apresentados neste apêndice são referentes aos 

apresentados no item 4.1 

 

 

Figura C-1: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Cu(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,56 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na ausência de 
NaCl , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na ausência de NaCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-
PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador 
de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura C-2: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Co(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,64 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na ausência de 
NaCl , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na ausência de NaCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-
PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador 
de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Tabela C-1: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Cu(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Hepes, pH 7,5; eluição: Hepes contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa(mg) %b 

Injeção 3,60   0,06 100,00 

Lavagem 0,15   0,07 4,12 

Eluição 3,33   0,13 92,49 

Regeneração 0,07  0,00 2,08 

Recuperação 3,55   0,06 98,69 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 3,40   0,13 - 

Proteínas totais adsorvidas(mg/mL) 1,15   0,04 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura C-3: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L,  em pH 7,5. Leito: 3,0 
mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,67 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na presença de 
NaCl 1 mol/L , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L, contendo 
100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de 
eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; 
IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura C-4: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L,  em pH 7,5. Leito: 3,0 
mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,46 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na presença de 
NaCl 1 mol/L , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L, contendo 
100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de 
eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; 
IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Tabela C-2: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Cu(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L, pH 7,5; eluição: Hepes, 
na presença de NaCl 1 mol/L, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 
100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa(mg) %b 

Injeção 3,57   0,14 100,00 

Lavagem 1,00   0,02 27,91 

Eluição 2,63   0,14 73,69 

Regeneração 0,01   0,00 0,39 

Recuperação 3,64   0,12 101,99 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 2,64   0,14 - 

Proteínas totais adsorvidas(mg/mL) 0,88   0,05 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura C-5: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: 
Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG humana na concentração 
de 3,37 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, pH 7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, 
contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel 
de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa 
molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura C-6: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: 
Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG humana na concentração 
de 3,37 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, pH 7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, 
contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel 
de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa 
molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Tabela C-3: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Cu(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Tris-HCl, pH 7,5; eluição: Tris-HCl contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,41   0,06 100,00 

Lavagem 0,30   0,04 8,92 

Eluição 2,97   0,17 86,98 

Regeneração 0,01   0,01 0,38 

Recuperação 3,28   0,31 96,28 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 2,98   0,18 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,99   0,06 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura C-7: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, na presença de NaCl (1 mol/L), em pH 7,5. Leito: 
3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de 
IgG humana na concentração de 3,49 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, na presença 
de NaCl (1 mol/L), pH 7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, na presença de NaCl (1 mol/L), 
contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel 
de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa 
molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura C-8: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, na presença de NaCl (1 mol/L), em pH 7,5. Leito: 
3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de 
IgG humana na concentração de 3,49 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, na presença 
de NaCl (1 mol/L), pH 7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, na presença de NaCl (1 mol/L), 
contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel 
de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa 
molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição 
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Tabela C-4: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Cu(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Tris-HCl, na presença de NaCl (1 mol/L), pH 7,5; eluição: Tris-
HCl, na presença de NaCl (1 mol/L),  contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: 
EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,55   0,09 100,00 

Lavagem 1,33   0,09 37,59 

Eluição 2,2   0,18 62,26 

Regeneração 0,00   0,06 0,00 

Recuperação 3,54   0,27 99,85 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 2,21   0,18 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,74   0,06 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura C-9: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante fosfato de sódio, em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 
mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG humana na 
concentração de 3,38 mg/mL. L: Lavagem com  tampão fosfato de sódio, pH 7,5. E: Eluição 
com tampão fosfato de sódio, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com 
EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – 
Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – 
Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura C-10: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante fosfato de sódio, em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 
mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG humana na 
concentração de 3,57 mg/mL. L: Lavagem com  tampão fosfato de sódio, pH 7,5. E: Eluição 
com tampão fosfato de sódio; L, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração 
com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: 
M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – 
Lavagem;  E –  Eluição. 
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Tabela C-5: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Cu(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem fosfato de sódio, pH 7,5; eluição: fosfato de sódio contendo 100 
mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,48   0,10 100,00 

Lavagem 0,16   0,01 4,46 

Eluição 3,36   0,03 96,69 

Regeneração 0,00   0,00 0,00 

Recuperação 3,52   0,04 101,15 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 3,36   0,03 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 1,12   0,01 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura C-11: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante fosfato de sódio, na presença de NaCl (1 mol/L), em pH 7,5. 
Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e 
Fc de IgG humana na concentração de 3,33 mg/mL. L: Lavagem com tampão fosfato de sódio 
25 mmol/L, na presença de NaCl (1 mol/L), pH 7,5. E: Eluição com tampão fosfato de sódio 25 
mmol/L, na presença de NaCl (1 mol/L), contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: 
Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições 
não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução 
de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição 

  

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

C
o

n
ce

n
tr

a
çã

o
 d

e
 fr

a
g

m
e

n
to

s 
(m

g
/m

L
)

Número de frações

I L E R

a b

M IgG A

IgG

Fc
Fab

Fragmentos 
clivados

L E EL E

150

97

30

20,1

14,4

66
45

kDa

L

(a) (b) 



 

169 

 

 

Figura C-12: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-Cu 
(II) utilizando sistema tamponante fosfato de sódio, na presença de NaCl (1 mol/L), em pH 7,5. 
Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e 
Fc de IgG humana na concentração de 3,65 mg/mL. L: Lavagem com tampão fosfato de sódio, 
na presença de NaCl (1 mol/L), pH 7,5. E: Eluição com tampão fosfato de sódio, na presença de 
NaCl (1 mol/L), contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 
mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de 
baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  
Eluição 
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Tabela C-6: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Cu(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem fosfato de sódio, na presença de NaCl (1 mol/L), pH 7,5; 
eluição: fosfato de sódio, na presença de NaCl (1 mol/L),  contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 
7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,49   0,16 100,00 

Lavagem 0,88   0,11 25,33 

Eluição 2,71   0,16 77,47 

Regeneração 0,00   0,00 0,00 

Recuperação 3,59   0,29 102,80 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 2,71   0,16 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,90   0,05 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 

 
  



 

171 

 

 

 

Figura C-13: (a) Início da curva de ruptura no gel agarose-CM-Asp-Cu(II) em tampão fosfato de 
sódio, com NaCl (1,0 mol/L),  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/L. I: Injeção de 33,0 mL 
de solução de digestão (Fab e Fc de IgG humana) na concentração de 0,97 mg/mL. (b) L: 
Lavagem tampão fosfato de sódio, com NaCl (1,0 mol/L), pH 7,5. E: Eluição tampão fosfato de 
sódio, com NaCl (1,0 mol/L), contendo 100,0 mmol/L de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com 
EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 
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Tabela C-7: Balanço de massa da curva de ruptura em gel de agarose-CM-Asp-Cu(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem fosfato de sódio, na presença de NaCl 1 mol/L, pH 7,5; eluição:  
fosfato de sódio, na presença de NaCl 1 mol/L, contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e 
regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 90,87   1,77 100,00 

Flowthrough 46,52   0,35 51,19 

Lavagem 22,64   1,08 24,91 

Eluição 28,20   2,59 31,03 

Regeneração 0,15   0,01 0,16 

Recuperação 97,50   1,86 107,29 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 74,86   2,93 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 24,96   0,98 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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APÊNDICE D 

 
Cromatogramas, eletroforeses e balanços de massas, em duplicata, dos 

experimentos realizados com os ligantes CM-Asp-Co(II),  empregando os tampões de 

adsorção Hepes, Tris-HCl e fosfato de sódio todos a 25 mmol/L,  pH 7,5  na ausência e 

presença de  na presença de NaCl (1 mol/L), pH 7,5 e de eluição por adição de imidazol 

(100 mmol/L). Os resultados apresentados neste apêndice são referentes aos 

apresentados no item 4.1 

 

Figura D-1: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Co(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,30 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na ausência de 
NaCl, pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na ausência de NaCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-
PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador 
de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura D-2: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Co(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,55 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na ausência de 
NaCl, pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na ausência de NaCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-
PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador 
de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Tabela D-1:  Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Co(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Hepes 25 mmol/L, pH 7,5; eluição: Hepes contendo 100 mmol/L 
de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0.  

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,50   0,28 100,00 

Lavagem 0,37   0,60 81,61 

Eluição 2,92   0,34 18,17 

Regeneração 0,23   0,03 0,59 

Recuperação 3,51   0,30 100,37 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,67   0,30 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,22   0,10 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Tabela D-2: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Co(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Hepes, na presença de NaCl 1 mol/L, pH 7,5; eluição: Hepes, 
na presença de NaCl 1 mol/L,  contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 
100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,50   0,12 100,00 

Lavagem 3,38   0,28 96,47 

Eluição 0,02   0,00 0,68 

Regeneração 0,01   0,01 0,32 

Recuperação 3,51   0,00 97,47 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,04   0,01 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,01   0,00 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura D-3: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Co(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/L. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG humana 
na concentração de 3,45 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, na ausência de NaCl , pH 
7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, na ausência de NaCl, contendo 100 mmol/L de imidazol, 
pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE sob 
condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador de IgG; A – 
Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Figura D-4: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-CM-Asp-
Co(II) utilizando sistema tamponante Tris-HCl, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 3,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de IgG 
humana na concentração de 3,65 mg/mL. L: Lavagem com tampão Tris-HCl, na ausência de 
NaCl , pH 7,5. E: Eluição com tampão Tris-HCl, na ausência de NaCl, contendo 100,0 mmol/L 
de imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-
PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador 
de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição. 
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Tabela D-3: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Co(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Tris-HCl, pH 7,5; eluição: Tris-HCl,  contendo 100,0 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,55   0,10 100,00 

Lavagem 3,07   0,15 86,34 

Eluição 0,43   0,03 12,11 

Regeneração 0,02   0,02 0,42 

Recuperação 3,50   0,18 98,59 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,47   0,04 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,15   0,02 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Tabela D-4: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Co(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Tris-HCl, na presença de NaCl (1M), pH 7,5; eluição: Tris-HCl, 
na presença de NaCl 1 mol/L,  contendo 100,0 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: 
EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,42   0,05 100,00 

Lavagem 3,39   0,08 99,12 

Eluição 0,03   0,00 0,88 

Regeneração 0,00   0,00 0,00 

Recuperação 3,42   0,08 100,00 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,03   0,00 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,01   0,00 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Tabela D-5: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Co(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Fosfato de sódio, pH 7,5; eluição fosfato de sódio,  contendo 
100,0 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,52   0,04 100,00 

Lavagem 3,57   0,02 101,42 

Eluição 0,06   0,01 1,56 

Regeneração 0,01   0,01 0,28 

Recuperação 3,63   0,03 103,13 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,06   0,01 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,02   0,00 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Tabela D-6: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Co(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem fosfato de sódio, na presença de NaCl (1M), pH 7,5; eluição: 
fosfato de sódio, na presença de NaCl 1 mol/L,  contendo 100,0 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e 
regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,53   0,15 100,00 

Lavagem 3,49   0,17 98,87 

Eluição 0,02   0,01 0,57 

Regeneração 0,00   0,00 0,00 

Recuperação 3,51   0,15 99,43 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,02   0,00 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,01   0,00 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Tabela D-7: Balanço de massa da curva de ruptura em gel de agarose-CM-Asp-Co(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Hepes, pH 7,5; eluição:  Hepes, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 178,73   1,27 100,00 

Flowthrough 129,93   1,68 72,70 

Lavagem 30,96   1,43 17,32 

Eluição 13,32   0,41 7,45 

Regeneração 1,17   0,01 0,65 

Recuperação 175,37   3,51 98,12 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 144,42   2,09 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 48,14   0,70 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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APÊNDICE E 

 
Cromatogramas, eletroforeses e balanços de massas, em duplicata, dos 

experimentos realizados com os ligantes CM-Asp-Zn(II),  empregando os tampões de 

adsorção Hepes, Tris-HCl e fosfato de sódio todos a 25 mmol/L,  pH 7,5  na ausência e 

presença de  na presença de NaCl (1 mol/L), pH 7,5 e de eluição por adição de imidazol 

(100 mmol/L). Os resultados apresentados neste apêndice são referentes aos 

apresentados no item 4.1 

 

Figura E-1: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-epicloridrina-
CM-Asp-Zn(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 
3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de 
IgG humana na concentração de 3,51 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na ausência de 
NaCl , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na ausência de NaCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-
PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador 
de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição 
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Figura E-2: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-epicloridrina-
CM-Asp-Zn(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 
3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de 
IgG humana na concentração de 3,34 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na ausência de 
NaCl , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na ausência de NaCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-
PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador 
de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição 
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Tabela E-1: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Zn(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Hepes, pH 7,5; eluição: Hepes, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,42   0,09 100,00 

Lavagem 2,19   0,04 63,93 

Eluição 0,90   0,08 26,16 

Regeneração 0,19   0,02 5,47 

Recuperação 3,27   0,10 95,56 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 1,08   0,07 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,36   0,02 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Tabela E-2: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Zn(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Hepes, na presença de NaCl (1mol/L), pH 7,5; eluição: Hepes, 
na presença de NaCl (1mol/L), contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 
100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,42   0,09 100,00 

Lavagem 2,19   0,04 63,93 

Eluição 0,90   0,08 26,16 

Regeneração 0,19   0,02 5,47 

Recuperação 3,27   0,10 95,56 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 1,08   0,07 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,36   0,02 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Figura E-3: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-epicloridrina-
CM-Asp-Zn(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 
3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de 
IgG humana na concentração de 3,45 mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na ausência de 
NaCl , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na ausência de NaCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-
PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador 
de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição 
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Figura E-4: Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) de adsorção de fragmentos de IgG a 
partir de solução contendo  fragmentos  Fab e Fc em coluna contendo gel agarose-epicloridrina-
CM-Asp-Zn(II) utilizando sistema tamponante Hepes, na ausência de NaCl,  em pH 7,5. Leito: 
3,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. I: Injeção de 1,0 mL de solução contendo fragmentos Fab e Fc de 
IgG humana na concentração de 3,44  mg/mL. L: Lavagem com tampão Hepes, na ausência de 
NaCl , pH 7,5. E: Eluição com tampão Hepes, na ausência de NaCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5. R: Regeneração com EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-
PAGE sob condições não redutoras: M – Marcador de baixa massa molecular; IgG – Marcador 
de IgG; A – Solução de injeção; L – Lavagem;  E –  Eluição 
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Tabela E-3: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Zn(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Tris-HCl, pH 7,5; eluição: Tris-HCl, contendo 100 mmol/L de 
imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,44   0,01 100,00 

Lavagem 2,57   0,02 74,76 

Eluição 0,63   0,02 18,35 

Regeneração 0,00   0,00 0,00 

Recuperação 3,21  0,01 93,10 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,63   0,02 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,21  0,01 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Tabela E-4: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Zn(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Tris-HCl, na presença de NaCl (1 mol/L), pH 7,5; eluição: Tris-
HCl na presença de NaCl (1 mol/L), contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: 
EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,62   0,10 100,00 

Lavagem 3,47   0,02 95,64 

Eluição 0,03   0,01 0,88 

Regeneração 0,00   0,00 0,00 

Recuperação 3,50   0,02 96,52 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,03   0,01 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,01   0,00 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Tabela E-5: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Zn(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem Fosfato de sódio, pH 7,5; eluição: Tris-HCl, contendo 100 
mmol/L de imidazol, pH 7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,61   0,01 100,00 

Lavagem 3,51   0,06 97,17 

Eluição 0,15   0,05 4,17 

Regeneração 0,01   0,00 0,21 

Recuperação 3,66   0,02 101,55 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,16   0,04 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,05   0,01 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 
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Tabela E-6: Balanço de massa da cromatografia em gel de agarose-CM-Asp-Zn(II) utilizando 
tampão de equilíbrio e lavagem fosfato de sódio, na presença de NaCl (1 mol/L), pH 7,5; 
eluição: fosfato de sódio , na presença de NaCl (1 mol/L), contendo 100 mmol/L de imidazol, pH 
7,5 e regeneração: EDTA 100 mmol/L, pH 7,0. 

Frações PTa (mg) %b 

Injeção 3,56   0,00 100,00 

Lavagem 3,50   0,06 98,51 

Eluição 0,07   0,04 1,87 

Regeneração 0,01   0,00 0,21 

Recuperação 3,58   0,10 100,59 

Proteínas totais adsorvidas (mg) 0,07   0,04 - 

Proteínas totais adsorvidas (mg/mL) 0,02   0,02 - 
a Proteína Total: Média da Massa calculada por meio da dosagem de proteínas totais (método de 
Bradford, 1976) 
b Massa de fragmentos de IgG em cada etapa dividida pela massa de fragmentos de IgG inicial no 
processo x 100 
Volume de leito: 3 mL 

 


