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RESUMO 

 

Nos últimos tempos têm-se estudado plantas como biorreatores para a produção de 

proteínas recombinantes de interesse industrial e farmacêutico. Quando comparadas a 

outros sistemas de expressão, as plantas apresentam algumas vantagens, como a realização 

de modificações pós traducionais, baixo custo de produção, baixos riscos de contaminação 

por patógenos humanos, possibilidade das proteínas serem acumuladas em órgãos 

específicos que podem gerar maior estabilidade das mesmas. Visando a obtenção de 

conhecimento de base para posterior aplicação na purificação de proteínas recombinantes 

produzidas em plantas transgênicas, realizaram-se estudos de purificação por cromatografia 

negativa em Sepharose-TREN de proteínas contendo ampla faixa de pI (IgG humana), pI 

ácidos (HSA e BSA) e pI alcalinos (aprotinina e lisozima), adicionadas artificialmente 

(“spiking”) a extrato de soja. Na cromatografia negativa, a proteína alvo é recuperada na 

fração não retida, enquanto as proteínas do extrato de soja permanecem adsorvidas na 

matriz. Visando maximizar a adsorção de proteínas do extrato de soja, avaliaram-se 

diferentes sistemas tamponantes, sendo que 2,8% das proteínas alimentadas foram 

detectadas na etapa de lavagem, quando se utilizou MES 25 mmol/L pH 6,5. Adicionando-

se IgG humana na forma de “spiking” ao extrato de soja na concentração de 1,0 mg/mL, 

recuperou-se 38% na lavagem com pureza de 86% e fator de purificação de 4,6. Por meio 

de experimentos de curva de ruptura, determinou-se a capacidade dinâmica de Sepharose-

TREN como sendo 25,4 mg/mL de gel a uma vazão de 0,5 mL/min. Para proteínas de 

valores de pI ácidos, houve adsorção total das proteínas alimentadas enquanto que proteínas 

de pI alcalinos foram parcialmente adsorvidas, indicando que as interações que 

predominam entre o adsorvente Sepharose-TREN e proteínas são de natureza eletrostática. 

Para efeitos de comparação foram realizados experimentos de IMAC com íons Ni(II) e 

Cu(II) imobilizados em Sepharose-TREN alimentando-se extrato de soja com “spiking” de 

IgG humana. Resultados mostraram que a IgG apresentou pureza similar, porém com 

menor recuperação que em cromatografia negativa em Sepharose-TREN. Experimentos em 

Sepharose-DEAE foram realizados alimentando-se extrato de soja com “spiking” de IgG 

humana, possibilitando a adsorção de proteínas do extrato de soja e a purificação de IgG, 

porém com menor recuperação de IgG na lavagem quando comparado a Sepharose-TREN. 
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ABSTRACT 

 

In recent years, plants have been studied as bioreactors for the production of 

recombinant proteins with industrial and pharmaceutical interest. When compared to other 

expression systems, plants have several advantages, such as the possibility of post-

tranlationals modification, low production cost, low risk of contamination by human 

pathogens, and the accumulation of proteins in specific organs that can generate greater 

protein stability. Bioseparation is a key step in the bioprocessing of plant material used as 

biorreactors and chromatography a key unit operation in the bioseparation train. Negative 

chromatography – a chromatography in which the target protein is recovered in the 

nonretained fractions while impurities remain adsorbed in the matrix – allows product 

recovery in one step. Aiming to obtain the basic knowledge for further application in the 

purification of recombinant proteins produced in transgenic plants, in this work we 

evaluated the use of negative chromatography on Sepharose-TREN with spiking of proteins 

of wide pI range (human IgG), high pI (HSA and BSA) and low pI (aprotinin and 

lysozyme) added in soybean extract. Experiments using MES 25 mmol/L pH 6.5 as 

adsorption buffer, 2.8% of the total protein fed was found in flowthrough fractions. Adding 

1.0 mg/mL of human IgG in soybean extracts, 38% of total protein was recovered in the 

washing step with 86% purity and purification factor of 4.6. Breakthrough curves showed 

that Sepharose-TREN presented a dynamic capacity of 25.4 mg of total protein per 

milliliter of gel at a flow rate of 0.5 mL/min. Total protein adsorption was achieved when 

proteins of low pI were used while proteins of high pI were partially adsorbed, showing that 

the interactions between the adsorbent and TREN-Sepharose proteins are electrostatic. 

Sepharose-TREN was used as chelating ligand in IMAC with immobilized Ni(II) and 

Cu(II). Experiments with soybean extract spiked with IgG as feedstream solution resulted 

in similar purity but a lower IgG recovery than those with Sepharose-TREN in negative 

chromatography. Classic ion exchanger Sepharose-DEAE adsorbed the native soybean 

proteins while IgG was recovered in nonretained fractions with similar purity but lower 

recovery than when using Sepharose-TREN. 
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CAPÍTULO 1:  INTRODUÇÃO 

Biomoléculas que apresentam interesse industrial e farmacêutico têm sido 

produzidas por diversas técnicas de DNA recombinante, cultura de células animais, fungos 

e bactérias. Todavia, a necessidade de sistemas mais seguros e de baixo custo tem motivado 

a busca de novas alternativas. A produção de proteínas recombinantes em plantas tem se 

mostrado como um dos meios mais atraentes do ponto de vista econômico. Dentre as 

proteínas recombinantes que vêm sendo produzidos por plantas transgênicas desde os anos 

80, destacam-se anticorpos e hormônios, além de outros produtos, como aditivos 

alimentares e materiais industriais como óleos e plásticos biodegradáveis (DESAI et al., 

2002; TELI e TIMKO, 2004; PLATIS e LABROU, 2006). 

A escolha da espécie vegetal para a produção de proteínas recombinantes, por sua 

vez, normalmente está baseada em fatores como a capacidade de acumular a biomolécula 

de interesse, a habilidade em realizar processamento pós-traducional apropriado, bem como 

a facilitação das etapas de recuperação e purificação da biomolécula (RPB) (KO et al., 

2003). Por envolver uma sequência de operações unitárias, incluindo técnicas 

cromatográficas de adsorção seletiva, o custo destas etapas pode chegar a 90% do custo do 

processo global (PEETERS et al., 2001; DESAI et al., 2002). Técnicas cromatográficas 

baseadas em princípios de troca-iônica, interação hidrofóbica, exclusão por tamanho e 

afinidade tornaram-se o foco de diversos grupos de pesquisa.  

 Uma das técnicas utilizadas para RPB é a cromatografia de afinidade por íons 

metálicos imobilizados (IMAC), que explora o princípio da formação de ligações de 

coordenação entre íons metálicos imobilizados em suportes sólidos e resíduos de 

aminoácidos expostos na superfície da biomolécula a ser separada. Para a formação desta 

ligação, o íon metálico deve estar imobilizado em um agente quelante covalentemente 

acoplado ao suporte sólido. Diversos são os agentes quelantes utilizados em IMAC, entre 

eles o tris-2-amionoetil-amina (TREN). 

Devido aos resíduos de grupamentos amina, o TREN (sem íon metálico quelatado) 

pode servir como um trocador de ânions. A valores de pH menores que 10,5, o TREN está 

carregado positivamente (de acordo com dados da Sigma-Aldrich), apresentando, portanto, 

a capacidade de adsorver proteínas de carga líquida negativa. Com base nesta característica 
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físico-química, nosso grupo de pesquisa, de forma inédita, vem abordando a utilização de 

TREN como ligante para a purificação de proteínas, especificamente para purificação de 

IgG humana por cromatografia negativa (SANTOS et al., 2006a; SANTOS et al., 2006b; 

BRESOLIN et al., 2008a). Na cromatografia negativa, a proteína alvo é obtida nas frações 

não retidas (“flowthrough” e lavagem), enquanto que as demais proteínas (contaminantes 

ou impurezas) permanecem adsorvidas, sendo recuperadas na eluição. 

 

1.1. OBJETIVO 

Este trabalho teve como objetivo estudar o adsorvente Sepharose-TREN em 

cromatografia negativa visando à obtenção de conhecimento de base para aplicação na 

purificação de proteínas recombinantes produzidas em plantas transgênicas. Avaliou-se o 

efeito do sistema tamponante na captura de proteínas nativas de extratos de grãos de soja e 

consequente purificação de proteínas de diferentes ponto isoelétricos (IgG, albumina do 

soro bovino, albumina do soro humano, lisozima e aprotinina) adicionadas artificialmente 

(“spiking”) à estes extratos. 
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1.2. PLANO E ETAPAS DO TRABALHO DESENVOLVIDO 

Para se atingir o objetivo proposto, o trabalho foi desenvolvido de acordo com as 

etapas apresentadas na Figura 1-1. 
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Figura 1-1. Diagrama de blocos com as etapas desenvolvidas neste trabalho. 
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CAPÍTULO 2:  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 Neste capítulo são apresentados tópicos de conhecimentos básicos necessários para 

a compreensão do trabalho. A revisão da literatura está dividida nas seguintes partes: 

utilização de plantas transgênicas como biorreatores, soja como sistema de expressão de 

proteínas recombinantes de interesse comercial, recuperação e purificação de bioprodutos 

(RPB) e sua importância, cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados 

(IMAC) e cromatografia negativa. Será dado enfoque à RPB de proteínas adicionadas 

artificialmente (“spiking”) em extratos de plantas não transgências visando a aquisição de 

conhecimento de base para a RPB de proteínas recombinantes obtidas em plantas como 

biorreatores. 

 

2.1. UTILIZAÇÃO DE PLANTAS TRANSGÊNICAS COMO BIORREATORES 

Um novo conceito foi introduzido na ciência com o advento das técnicas de DNA 

recombinante e com a transformação celular tendo como objetivo a produção de proteínas 

de interesse industrial por meio do desenvolvimento de plantas transgênicas com novas 

características (FISHER e EMANS, 2000; MA et al., 2003; LAU e SUN, 2009). De acordo 

com DE LUCCA (2003), existem basicamente três classes dessas plantas, visando: 

a) Propriedades agronômicas melhoradas, como, por exemplo, resistência a um 

herbicida ou a insetos; 

b) Melhoria da qualidade do produto e qualidades nutricionais por alterações em 

vias metabólicas; 

c) Produção de proteínas recombinantes (ou heterólogas) de aplicação industrial ou 

farmacêutica. 

Em 1994, a empresa Calgene obteve a primeira aprovação nos EUA para 

comercializar um alimento geneticamente modificado, o tomate “Flavr Savr”, que apresenta 

o amadurecimento retardado. A partir dessa modificação genética houve um crescimento 

exponencial da biotecnologia no campo (MONQUERO, 2005), cuja área global de culturas 

saltou de 1,7 milhões de hectares em 1996 para 100 milhões de hectares em 2006 com uma 

produção avaliada em 6,2 bilhões de dólares (MONQUERO, 2005; TEIXEIRA JR, 2007). 
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Um dos estudos pioneiros sobre modificação genética em plantas foi realizado por 

FRALEY e colaboradores em 1983, na qual expressaram genes bacterianos em células de 

tabaco. Desde então, têm-se estudado sistemas confiáveis de transformação e vetores de 

expressão a fim de se atingir altos níveis de expressão gênica e concentração da proteína 

recombinante em tecidos da planta (AZZONI, 2002).  

 

2.1.1. Vantagens e desafios do uso de plantas transgênicas como biorreatores 

As plantas transgênicas podem ser exploradas como uma alternativa em relação aos 

sistemas microbianos e animais para a produção de biomoléculas (WHITELAM, 1995; 

PARIZOTTO et al., 2000). Este sistema apresenta vantagens na produção de proteínas 

recombinantes quando comparadas a bactérias, fungos, células animais ou animais 

transgênicos: 

a) Custo de produção mais baixo quando comparado à cultura de células animais 

que necessitam de meios de cultura dispendiosos (SENA e GOLDMAN, 2001), pois as 

plantas aproveitam diretamente a energia solar para seu crescimento (PLATIS e LABROU, 

2006). KUSNADI et al. (1997), por exemplo, estimaram que o custo de produção de 

proteínas recombinantes em plantas pode ser entre 10 e 50 vezes menor que o custo da 

mesma proteína produzida em E. coli; 

b) Plantas não apresentam patógenos humanos que podem contaminar o produto 

final como, por exemplo, os príons e o vírus HIV (LARRICK et al., 2001; TIWARI et al., 

2009); 

c) Plantas apresentam fácil aumento de escala (KUSNADI et al., 1997); 

d) A proteína pode ser produzida dentro de um órgão específico (raiz ou semente), 

protegida da degradação, permitindo, assim, maior estabilidade ao produto protéico (HORN 

et al., 2004; LAU e SUN, 2009); 

e) Por serem eucarióticas, as plantas são capazes de realizar modificações pós-

traducionais que os sistemas microbianos não podem; animais transgênicos não têm muita 

aceitação pública devido à questões éticas (SENA e GOLDMAN, 2001). 

Muitos desafios, por sua vez, estão presentes nesta área da ciência, com muitos 

aspectos a serem melhorados. Um deles é o longo tempo de cultivo das plantas 
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transgênicas, apresentando, na maioria dos casos, baixo nível de proteínas produzidas 

(inferior a 1% do total de proteínas solúveis) (GOLDSTEIN e THOMAS, 2004; SPERB, 

2008).  

Por ser um evento relativamente recente, o cultivo de plantas transgênicas, assim 

como o consumo humano e animal de seus derivados, reveste-se de interesses, impactos e 

conflitos múltiplos, constituindo um tema sobre o qual predominam as discussões 

científicas, éticas, econômicas e políticas. Mundialmente há debates sobre os impactos dos 

organismos geneticamente modificados (OGM) na saúde humana e animal e no meio 

ambiente. No Brasil, a Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio) é uma 

instância colegiada multidisciplinar, criada através da lei nº 11.105, de 24 de março de 

2005, cuja finalidade é prestar apoio técnico consultivo e assessoramento ao Governo 

Federal na formulação, atualização e implementação da Política Nacional de Biossegurança 

relativa a OGM, bem como no estabelecimento de normas técnicas de segurança e 

pareceres técnicos referentes à proteção da saúde humana, dos organismos vivos e do meio 

ambiente, para atividades que envolvam a construção, experimentação, cultivo, 

manipulação, transporte, comercialização, consumo, armazenamento, liberação e descarte 

de OGM e derivados (http://www.ctnbio.gov.br/ acessado em: 07/06/2009). 

 

2.1.2. Proteínas recombinantes expressas em plantas transgênicas 

Dentre as plantas mais utilizadas como biorreatores na transformação genética para 

expressão de proteínas recombinantes, a literatura destaca vegetais folhosos (tabaco, alfafa 

e alface), cereais (milho, arroz e trigo), legumes (batatas), frutas (tomates e bananas) e 

sementes (soja, canola, girassol e tabaco) (EVANGELISTA et al., 1998; GIDDINGS et al., 

2000; MENKHAUS et al., 2004a; RAMESSAR et al., 2008). 

Em 2002, a empresa norte-americana ProdiGene colocou no mercado a tripsina 

recombinante produzida em sementes de milho, sendo a primeira proteína recombinante 

produzida em grande escala (WOODARD et al., 2003). De acordo com MA e 

colaboradores (2005b), muitas outras proteínas já se encontram nos estágios finais de 

desenvolvimento. TELI e TIMKO (2004) mostraram que, com o recente progresso da área 

de pesquisa com plantas transgênicas como biorreatores e células vegetais em cultura, 
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quatro grandes áreas têm se destacado: produção de peptídeos, proteínas e enzimas de 

importância farmacêutica e industrial; geração de anticorpos e seus fragmentos; plantas 

transgênicas como sistemas de produção de vacinas e manipulação do metabolismo das 

plantas para produção de novos compostos e metabólitos secundários usados em medicina 

ou na indústria. 

O potencial para o uso de plantas como um sistema para produção de proteínas 

recombinantes como biofármacos foi estabelecido entre 1986 e 1990, com o sucesso da 

expressão da proteína de fusão do hormônio de crescimento humano em folhas de tabaco e 

semente de girassol, de um interferon humano αD em couve-flor e nabo e da albumina de 

soro humano (HSA) em folhas de tabaco e batata (BARTA et al., 1986; DE ZOETEN et 

al., 1989; SIJMONS et al., 1990). Em trabalho recente, SPERB (2008) mostrou o potencial 

do uso de folhas de tabaco transgênico na produção de eritropoetina (EPO) recombinante, 

tendo-se avaliado a expressão gênica e detectada a presença da proteína recombinante, 

utilizando análises de Western blotting. 

Dentre as proteínas produzidas em plantas transgênicas, destaca-se a classe dos 

anticorpos, uma vez que os mesmos apresentam uma gama ampla de aplicações, incluindo-

se os campos terapêutico e diagnóstico (SENA e GOLDMAN, 2001, PLATIS et al., 2008). 

Devido a sua complexidade, os anticorpos requerem para sua produção, sistemas 

eucarióticos de expressão (como células animais e plantas, por exemplo), de modo a formar 

cadeias leves e pesadas, visando originar um anticorpo completo e funcional (MA e HEIN, 

1995; SENA e GOLDMAN, 2001). 

O trabalho pioneiro da produção de anticorpos em plantas transgênicas foi 

publicado por HIATT et al. (1989). Este trabalho demonstrou o princípio da expressão 

simultânea de dois produtos gênicos recombinantes (cadeias γ e κ de imunoglobulina G de 

camundongo) em folhas de tabaco, que foram corretamente acopladas em uma molécula 

que era funcionalmente idêntica àquela originada do camundongo. Desde então, muitos 

grupos têm procurado expressar outras moléculas de cadeia única até anticorpos mais 

complexos (MA et al., 1995, PLATIS et al., 2008). 

Com base na literatura, a Tabela 2-1 apresenta alguns exemplos de anticorpos de 

variados tipos e formas produzidos em plantas transgênicas, destacando-se o tabaco devido 

a produção de elevada quantidade de biomassa. 



Capítulo 2: Revisão Bibliográfica 29

Tabela 2-1. Exemplos de anticorpos produzidos em plantas transgênicas. Adaptado de KO e KOPROWSKI 
(2005) com atualizações. 

Planta Anticorpo Referência 

Tabaco Cadeias γ e κ de IgG de camundongo HIATT et al., 1989 

Tabaco IgG contra nematóides BAUM et al., 1996 

Tabaco IgA secretória e IgG contra S. mutans  
MA e HEIN, 1995; MA et 

al., 1998 

Arabidopsis 

thaliana 
IgG e fragmentos Fab 

DE WILDE et al., 1996; DE 

WILDE et al., 1998 

Soja, arroz e 

milho 
IgG humanizada contra vírus da herpes  ZEITLIN et al., 1998 

Tabaco IgG utilizada para combater câncer de colo VERCH et al., 1998 

Alfafa 
Cadeias leve e pesada de anti-IgG humana 

para kits diagnóstico 
KHOUDI et al., 1999 

Tabaco 
IgG1a anti-dioxina para uso em imunoensaio 

para detecção de dioxina 
SENA e GOLDMAN, 2001 

Tabaco 
IgG de camundongo para aplicações 

terapêuticas e em imunocromatografia 

VALDES et al., 2003; 

YANO, et al., 2004 

Tabaco 
Fragmento Fv de cadeia única (receptor de 

fator de crescimento humano epidermal) 
GALEFFI et al., 2005 

Tabaco Fragmento Fv de cadeia única anti-botulina ALMQUIST et al., 2006 

Tabaco 
IgG1 humana monoclonal anti-Pseudomonas 

aureaginosa 

McLEAN et al., 2007; YU 

et al., 2008 

Milho IgG1 humana monoclonal anti-HIV RAMESSAR et al., 2008 

Tabaco  IgG1 humana monoclonal anti-HIV PLATIS et al., 2008 

 

KO e KOPROWSKI (2005) mostraram que a expressão estável e padronização do 

processo de produção de anticorpos em plantas é o ponto chave quando se utilizam plantas 

como biorreatores. Os mesmos autores destacam que é possível se realizar transformação 

estável, de modo que os genes que apresentem a habilidade para produzir os anticorpos 

consigam permaneçam integrados ao genoma da planta, expressando de geração em 

geração da mesma. 
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TIWARI (2009), em um artigo de revisão, apresenta uma compilação de dados de 

mais de 100 vacinas antigênicas com expressão estável em diversas plantas (tabaco, soja, 

arroz, milho, tomate) visando à aplicação para o tratamento de doenças como cólera, raiva, 

hepatite, artrite, gripe aviária, peste bubônica, pneumonia e Alzheimer. Entretanto, a 

primeira vacina antigênica para uso humano foi registrada por pesquisadores cubanos, que 

utilizaram o anticorpo monoclonal CB-Hep.1 aprovado pelo Centro Estatal da Qualidade 

dos Medicamentos (CECMED) de Cuba em 2006. Este anticorpo foi expresso em uma 

variedade não-comercial do tabaco, cujo cultivo foi realizado em condições de 

confinamento, em substrato inerte (sem terra) e em condições de boas práticas de 

manufatura, o que garante biossegurança e controle. (LEYVA et al., 2007; LÓPEZ et al., 

2007; FERNÁNDEZ et al., 2008). 

 

2.1.3. Soja como sistema de expressão de proteínas recombinantes 

A soja, cujo nome científico é Glycine max, é constituída de casca, cotilédone 

(dicotiledônea), hipocotil e embrião. A maior parte da semente da soja é constituída pelos 

cotilédones. Estes são compostos basicamente de proteínas (37%), carboidratos (30%) e 

óleo (20%). Os principais açúcares da semente são o dissacarídeo sacarose, o trissacarídeo 

rafinose e o tetrassacarídeo estatiose. A concentração de glicose e de outros açúcares 

redutores diminui durante a maturação. Os polifenóis representam aproximadamente 0,02% 

da massa da semente (SMITH e SIDNEY, 1972). 

As proteínas de sementes, em geral, são divididas de acordo com a solubilidade em 

quatro grupos (OSBORNE, 1924): 1) albuminas, solúveis em água; 2) globulinas, solúveis 

em soluções aquosas salinas; 3) prolaminas, solúveis em soluções alcoólicas e 4) glutelinas, 

solúveis em soluções aquosas de pH alcalino ou com agente redutor. As proteínas da soja 

contêm somente dois destes grupos: as albuminas, as quais representam menos de 10% da 

proteína total e possuem baixa massa molecular (cerca de 20 kDa), e as globulinas, que 

representam 90% da proteína total, constituídas de proteínas de massa molecular de 20 a 

700 kDa. As globulinas da soja são separadas em quatro grupos baseados nos coeficientes 

de sedimentação: 2S, 7S, 11S e 15S (22, 37, 31 e 1% das globulinas, respectivamente). A 

α-conglicinina, também conhecida 2S, consiste de proteínas com massa molecular entre 8 e 
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50 kDa e solubilidade em ampla faixa de pH. A β-conglicinina (chamada de proteína 7S), 

consiste de pelo menos sete isômeros os quais são compostos de diferentes combinações 

das mesmas três subunidades. As diferentes isoformas de β-conglicinina têm massa 

molecular entre 130 e 180 kDa e ponto isoelétrico (pI) perto de 4,9. As demais proteínas 

encontradas na fração 7S são hemaglutinina, lipoxigenase e β-amilase. A proteína 11S, 

chamada de glicinina é um heteromultímero complexo composto de 11 ou 12 subunidades. 

A glicinina tem massa molecular entre 300 e 350 kDa e ponto isoelétrico entre 4,5 e 4,8. As 

maiores proteínas da soja são as proteínas 15S, com massa molecular em torno de 700 kDa 

e com ponto isoelétrico perto de 4,5 (MENKHAUS et al., 2004a). As propriedades físicas 

de algumas proteínas da soja estão apresentadas na Tabela 2-2. 

 

Tabela 2-2. Propriedades físicas das proteínas purificadas da soja (adaptado de ALLAN e SIDNEY, 1972 e 
ROBIC, 2005). 

Proteínas Massa molecular (kDa) Ponto isoelétrico 

Inibidor de tripsina (Bowman-Birk) 7,9 – 21,0 4,0 – 4,2 

Citocromo C 12,0  

Inibidor de tripsina (Kunitz) 21,0 4,5 

Globulina 2S (α-conglicinina) 18,2 – 32,6 4,4 

Alantoinase 50,0  

β-Amilase 61,7 – 69,0 5,85 

Hemaglutinina 89,0 – 105,0 6,1 

Lipoxigenase 102,0 – 108,0 5,4 – 5,65 

 Globulina 7S (β-conglicinina) 180,0 – 330,0 4,9 

Globulina 11S (glicinina) 333,0 – 356,0 5,0 

 

Técnicas como cromatografia de afinidade (LARSEN, 1990; MIRANDA et al., 

2002; FRANCO-FRAGUAS et al., 2003), troca-iônica (PORTER et al., 1991; FERREIRA 

et al., 1998; DHARMADI et al., 2003), interação hidrofóbica (STEPHENS et al., 1998; 

YOON et al., 2000) e exclusão por tamanho (COLE e COUSIN, 1994; KOPLIK et al., 

2002), além da precipitação em condições ácidas (LUI et al., 2007) são utilizadas para 

auxiliar no estudo, isolamento e purificação das diferentes proteínas nativas da soja. Estes 
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estudos têm auxiliado na purificação de proteínas recombinantes em soja transgênicas. 

ROBIC (2005) purificou por cromatografia de troca-iônica e interação hidrofóbica a 

enzima β-glucuronidase recombinante produzida em sementes de soja transgênica, apesar 

da baixa concentração da enzima (menor que 0,1% da proteína total), mostrando assim que 

a soja tem potencial como biorreator. 

Segundo Elibio Rech, pesquisador da Embrapa que desenvolveu a soja transgênica 

resistente a herbicida no Brasil, “a soja pode ser um veículo mais barato e eficiente para 

produção de moléculas utilizadas na indústria farmacêutica” (TEIXEIRA JR, 2007). 

Entretanto, um grande problema de se utilizar soja como sistema de expressão é o fato que 

até hoje não se conseguiu expressar a proteína recombinante dentro da semente da soja em 

concentrações suficientemente altas. Por exemplo, para anticorpos expressos em soja em 

um nível de 1%, a produção da proteína torna-se economicamente viável (HIATT, 1990; 

PEETERS et al., 2001). 

Quando não se dispõe de uma proteína recombinante expressa, alguns pesquisadores 

fazem uso de “spiking”, que consiste em adicionar uma determinada proteína 

artificialmente ao extrato com a finalidade de simular um extrato de uma planta 

transgênica. Visando às etapas de recuperação e purificação, MENKHAUS et al. (2002) 

adicionaram β-glucuronidase (GUS) em extrato de soja não-transgênica e realizaram sua 

purificação por precipitação com polietileneimina, recuperando 90% da atividade da GUS 

adicionada.  

 

2.2. RECUPERAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS (RPB) 

RECOMBINANTES OBTIDAS EM PLANTAS COMO BIORREATORES 

 
Uma variedade de técnicas tem sido investigada para a RPB de diversas 

biomoléculas de interesse. A escolha da metodologia apropriada para a purificação depende 

do rendimento e pureza requeridos, assim como do custo do procedimento. Compostos 

destinados a aplicações terapêuticas e em testes diagnósticos, requerem alto grau de pureza 

e necessitam de técnicas de purificação mais seletivas. Técnicas de precipitação, 

ultrafiltração e microfiltração têm sido utilizadas nas etapas de pré-purificação destas 

biomoléculas. Na etapa de purificação propriamente dita, são utilizadas, tradicionalmente, 
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técnicas cromatográficas de adsorção seletiva para remover as impurezas existentes, 

baseando-se nos princípios de exclusão molecular, troca iônica, interação hidrofóbica, fase 

reversa, afinidade, entre outras (SCOPES, 1994). 

Outro fator importante a ser levado em conta é o custo de cada processo. Segundo 

LABROU e CLONIS (1994), o fator chave para o desenvolvimento da biotecnologia são os 

processos de recuperação e purificação que, frequentemente, podem chegar até a 90% do 

custo total de produção. 

De uma forma geral, as etapas de RPB de proteínas recombinantes produzidas em 

plantas envolvem operações unitárias clássicas, principalmente moagem, extração sólido-

líquido, precipitação, filtração, ultrafiltração, liofilização e cristalização (NIKOLOV e 

WOODARD, 2004; MENKHAUS et al., 2004a). De acordo com estes mesmos autores, é 

possível dividir a RPB em três grandes etapas: 

a) Pré-processamento, envolvendo moagem e fracionamento; 

b) Extração sólido-líquido da proteína e clarificação (remoção de material 

particulado remanescente da extração); 

c) Purificação da proteína-alvo utilizando técnicas cromatográficas (troca-iônica, 

interação hidrofóbica, exclusão por tamanho, afinidade, cromatografia de afinidade com 

íons metálicos imobilizados - IMAC, etc). 

Uma variedade de técnicas tem sido utilizada na purificação de proteínas 

recombinantes produzidas em plantas transgênicas, sendo que a escolha correta do método 

depende da necessidade de pureza do produto final. Quando a aplicação de biomolécula de 

interesse requerer um alto grau de pureza, técnicas de purificação mais seletivas serão 

utilizadas. Dentre as técnicas mais seletivas, desteca-se a cromatografia de afinidade, 

baseada na ligação reversível e específica da biomolécula de interesse aos ligantes 

bioespecíficos ou pseudobioespecíficos imobilizados covalentemente a uma matriz 

cromatográfica (VIJAYALAKSHMI, 1989). 

As matrizes cromatográficas contendo ligantes pseubobioespecíficos imobilizados 

apresentam vantagens de terem baixo custo e facilidade de escalonamento, pois os ligantes 

são moléculas pequenas e simples, apresentando estabilidade química e física mais alta do 

que os bioespecíficos e condições brandas de eluição. No entanto, como desvantagem, 

apresentam menor especificidade. As forças que regem a interação entre o ligante 
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pseudobioespecífico e a molécula-alvo são baseadas na complementaridade de carga, de 

hidrofobicidade e forma. Dentre estes ligantes, íons metálicos imobilizados são utilizados 

quando a biomolécula apresentar resíduos de histidina acessíveis (histidina natural ou cauda 

de histidina adicionada por meio de técnicas de DNA recombinante) para a formação de 

ligações de coordenação com o metal (GUTIÉRREZ et al., 2007; BRESOLIN et al., 2009b). 

 

2.2.1. Cromatografia de Afinidade por Íons Metálicos Imobilizados (IMAC) 

A técnica de Cromatografia de Afinidade por Íons Metálicos Imobilizados 

(“Immobilized Metal ion Affinity Chromatography” – IMAC) baseia-se na formação de 

ligações de coordenação entre os íons metálicos imobilizados em suportes sólidos (fase 

estacionária) e resíduos acessíveis de aminoácidos (histidina, cisteína e triptofano) das 

proteínas a serem adsorvidas que estão em solução (que estão na fase móvel) (PORATH et 

al., 1976; PORATH, 1988; WONG et al., 1991). Em IMAC, além das ligações de 

coordenação, forças como Van der Waals, hidrofóbicas e eletrostáticas também contribuem 

no processo de adsorção de uma dada biomolécula (SHARMA e AGARWAL, 2002; UEDA 

et al., 2003; GUTIÉRREZ et al., 2007; BRESOLIN et al., 2009b). 

Ao se utilizar IMAC como uma etapa de um processo de RPB, faz-se necessário o 

estudo da escolha do íon metálico, do agente quelante e das condições operacionais (vazão, 

concentração protéica da alimentação, sistema tamponante, força iônica, pH e temperatura) 

para que ocorra a purificação de uma determinada proteína ou biomolécula (PORATH, 

1988; WONG et al., 1991; GUTIÉRREZ et al., 2007). 

Vários são os íons metálicos que podem ser utilizados em IMAC, entretanto metais 

de transição como Cu(II), Zn(II), Co(II) e Ni(II) são os mais utilizados, pois apresentam a 

capacidade de interagir com o átomos de nitrogênio aromático acessíveis de imidazol da 

histidina, de indol do triptofano, além de átomos de enxofre do tiol da cisteína presentes na 

biomolécula (WONG et al., 1991; SULKOWSKI, 1989). 

Os agentes quelantes são moléculas que imobilizam o íon metálico por meio de 

ligações de coordenação. O agente quelante mais utilizado em IMAC é o ácido 

iminodiacético (IDA). Este agente quelante é tridendado e possui um átomo de nitrogênio e 

dois átomos de oxigênio para a coordenação. Outro agente quelante utilizado em IMAC é o 
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tetradentado tris-2(aminoetil)amina (TREN), que possui quatro aminas disponíveis para a 

ligação com o metal, sendo duas primárias, uma secundária e uma terciária (SHARMA e 

AGARWAL, 2002). As estruturas dos agentes quelantes IDA e TREN estão apresentadas na 

Figura 2-1. 

(a) (b) 

 

Figura 2-1. Representação esquemática da estrutura dos agentes quelantes com íons metálicos 
hexacoordenados imobilizados: (a) IDA; (b) TREN.  

 

Os tampões mais comumente utilizados em IMAC na adsorção de proteínas são: 

fosfato de sódio, acetato de sódio, Tris-HCl e os zwiteriônicos (Good´s buffers – GOOD et 

al., 1966) tais como MOPS (ácido 3-[N-morfolino] propanosulfônico), MES (ácido 2-[N-

morfolino] etanosulfônico) e HEPES (ácido N-[2-hidroxietil] piperazina-N’-[2-

etanolsulfônico]). A eluição (ou dessorção) das proteínas adsorvidas em IMAC pode ser 

feita por adição de um agente competidor que tenha capacidade de interagir com o íon 

metálico, abaixamento de pH, aumento da força iônica ou eluição isocrática quando as 

proteínas não interagem fortemente com a fase estacionária (SULKOWSKI, 1985; 

GABERCK-POREKAR e MENART, 2001; UEDA et al., 2003; GUTIÉRREZ et al., 2007; 

BRESOLIN et al., 2009b). 

Em alguns processos, entretanto, a biomolécula alvo não é adsorvida pelos ligantes 

imobilizados, enquanto que as impurezas são adsorvidas. O processo que envolve a retenção 

das impurezas e contaminantes e a não retenção da biomolécula alvo é conhecido por 

cromatografia negativa.  
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2.2.2. Cromatografia Negativa  

Uma técnica alternativa utilizada para o isolamento e purificação de biomoléculas é 

a cromatografia negativa. Nesta técnica, a proteína alvo é recuperada na fração não retida, 

enquanto as demais proteínas permanecem adsorvidas na matriz. Esta forma de operação 

cromatográfica pode utilizar princípios de troca iônica, IMAC, afinidade, entre outras 

(MORRIN e REEN, 1993; BROOKS e STOREY, 1996; PITIOT et al., 2001; GENARO et 

al., 2002; AZZONI et al., 2002; SORENSEN et al., 2003; SOUZA, 2009; BRESOLIN et 

al., 2009a). 

Nos anos 80, a cromatografia negativa foi utilizada por LOWE et al. (1982) como 

etapa de polimento para a purificação de subclasses de IgG humana (IgG1, IgG2, IgG3 e 

IgG4) utilizando anticorpos monoclonais imobilizados em géis de agarose como ligantes, 

Estes autores denominaram a técnica de cromatografia de imunoadsorção negativa. Os 

mesmos autores mostraram que foi possível obter a subclasse IgG4 livre de outras 

subclasses quando se alimentou IgG humana comercial em uma coluna contendo anticorpo 

monoclonal anti-IgG de subclasses 1, 2 e 3 imobilizado.  BIRD et al. (1984) obtiveram as 

subclasses IgG1 e IgG2 com 99% de pureza utilizando anticorpos monoclonais com 

especificidades para subclasses específicas ou subclasses restritas de IgG humana, após 

uma etapa preliminar de cromatografia em DEAE-Sepharose alimentando-se IgG humana 

diluída em tampão fosfato de sódio, pH 8,0. Na mesma linha, PERSSON (1987) obteve 

IgG1 humana com pureza entre 52 a 90% quando utilizou a técnica de cromatografia 

negativa com anticorpos monoclonais anti-IgG2,3,4 imobilizados em agarose. 

PITIOT e colaboradores em 2001 demonstraram a potencialidade da técnica da 

cromatografia negativa em uma única etapa para a purificação de IgG a partir do plasma 

humano empregando o ligante aminohexil-histidina imobilizado em gel de agarose.  Neste 

trabalho, IgG humana eletroforeticamente com alta pureza foi recuperada nas frações não 

retidas. A adsorção das demais proteínas do plasma humano ocorreu possivelmente devido 

a propriedades estruturais das biomoléculas como cavidades hidrofóbicas ou a presença de 

uma repartição particular de cargas, e não devido a uma função biológica. Segundo os 

mesmos autores, os grupamentos NH3
+ e o anel imidazol contribuem predominantemente 

nas interações eletrostáticas (carga-carga e carga-dipolo) em cooperação com outras 

interações tais como hidrofóbicas, pontes de hidrogênio e Van der Waals. 
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Mais recentemente, por meio de cromatografia negativa em uma única etapa, 

trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, mostraram que foi possível obter IgG 

com grau de pureza entre 90 a 95% a partir da alimentação de soro humano, com 

recuperação de 73,3%, quando se utilizou o ligante Tris(2-aminoetil amina) (TREN), 

imobilizado em gel de agarose (SANTOS et al., 2006a, SANTOS et al., 2006b e 

BRESOLIN et al., 2009a). SOUZA (2009) realizou um estudo da purificação de IgG 

humana a partir de soro e plasma por cromatografia negativa com diaminas imobilizadas 

em géis de agarose, estudando o efeito do tamanho da cadeia alifática e do braço espaçador 

da diamina, comparando os resultados com os obtidos com o adsorvente de troca iônica 

clássico DEAE-agarose. De acordo com eletroforeses SDS-PAGE e análises nefelométricas 

das frações dos picos de proteínas obtidos, a diamina ω-aminohexil imobilizada em agarose 

ativada com bisoxirano se mostrou mais seletiva, atingindo-se fator de purificação de 6,8 e 

pureza superior a 95%.  

Entretanto, é importante ressaltar que, quando a cromatografia negativa é utilizada 

como uma única etapa de purificação de uma biomolécula que se encontra entre muitos 

contaminantes ou impurezas, a capacidade do adsorvente torna-se um parâmetro muito 

importante quando se visa ao aumento de escala. De acordo com experimentos de isotermas 

de adsorção de albumina do soro humano em batelada (HSA, principal contaminante na 

purificação de IgG), BRESOLIN et al. (2009a) obtiveram capacidade máxima de 192 mg 

de HSA/mL de gel (para agarose-TREN), enquanto SOUZA (2009) obteve 206,6 mg/mL 

(para ω-aminohexil-agarose), ambos cerca de 2 vezes maior que a apresentada por PITIOT 

e colaboradores (2001) na adsorção de HSA em Sepharose-aminohexil-histidina (93 mg de 

HSA/mL de gel). 

 

2.2.3. Exemplos de RPB de proteínas a partir de extratos vegetais 

As mesmas etapas apresentadas para a RPB de proteínas recombiantes podem ser 

também utilizadas na RPB de proteínas nativas de plantas. FERREIRA et al. (1998) 

purificaram quatro isoformas de fosfatases a partir de sementes de soja utilizando extração 

aquosa, precipitação por sulfato de amônio e acetona e cromatografias de afinidade, troca-

iônica e interação hidrofóbica, atingindo fatores de purificação entre 15 e 903. STEPHENS 



Capítulo 2: Revisão Bibliográfica 38

et al. (1998) purificaram e caracterizaram aspartato aminotransferase a partir de semente de 

soja, extraindo as proteínas a partir dos cotilédones moídos, realizando, subsequentemente 

filtração, centrifugação, precipitação com acetona e cromatografias de troca-iônica, 

interação hidrofóbica, filtração em gel e imunoafinidade, atingindo fatores de purificação de 

402. 

Mais recentemente, DHARMADI et al. (2003) mostraram que foi possível realizar a 

recuperação de onze diferentes enzimas nativas de canola, soja e milho após a purificação de 

proteínas recombinantes produzidas nas mesmas, utilizando cromatografia de troca-iônica e 

precipitação com polieletrólitos, atingindo rendimentos de até 59% e fatores de purificação 

de até 11. 

Após etapas de moagem, extração aquosa em meio ácido, filtração e ajuste de pH, a 

aprotinina recombinante produzida em semente de milho transgênico foi pré-purificada por 

cromatografia de afinidade com tripsina imobilizada (recuperada juntamente com inibidor 

de tripsina do milho) e posteriormente purificada por dois processos: IMAC negativa com 

agarose-IDA-Cu(II), atingindo pureza superior a 79%, rendimento de 49% e fator de 

purificação de 280 (AZZONI et al., 2002) e cromatografia de troca-iônica com o trocador de 

cátions SP-Sepharose, obtendo pureza de 84%, rendimento 37% e fator de purificação 465 

(AZZONI et al., 2005). Na cromatografia de afinidade negativa com íons Cu(II) 

imobilizado, a aprotinina foi recuperada na fração não retida, enquanto as demais proteínas 

da semente de milho foram  adsorvidas nos íons Cu(II) imobilizados na fase estacionária via 

agente quelante IDA. 

O processo de RPB da enzima β-glucuronidase produzida em sementes de soja foi 

apresentado por ROBIC e colaboradores (2006). Após extração aquosa, os autores usaram 

cromatografias sequenciais de troca iônica e interação hidrofóbica e obtiveram fator de 

purificação global de 97,3 e recuperação total da atividade enzimática. MENKHAUS et al. 

(2004b), por sua vez, purificaram a mesma enzima produzida em ervilha transgênica, porém 

apresentando cauda de histidina, realizando-se primeiramente etapas de moagem, extração 

aquosa, diafiltração, precipitação isoelétrica e com polieletrólitos e, posteriormente, 

cromatografia de troca-iônica seguida de IMAC com íons cobalto imobilizados, obtendo um 

fator de purificação de 206 e pureza de 99%.  
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O advento das técnicas de engenharia genética tem possibilitado, além de novos 

sistemas de expressão de proteínas recombinantes, novas estratégias para a purificação 

destas mesmas proteínas como no caso de incorporação de caudas (“tag”) de proteínas ou 

peptídeos na proteína de interesse. A proteína híbrida resultante apresenta características 

físico-químicas inerentes ao “tag” que facilitam a subseqüente purificação. A fusão de 

seqüência de histidinas (“his-tag”) na porção C ou N-terminal da proteína alvo tem sido 

bastante utilizada e confere à mesma a possibilidade de purificação através de IMAC.  

Têm-se estudado nos últimos anos a técnica de IMAC na captura de proteínas 

recombinantes de plantas transgênicas. ZHANG e colaboradores (2000) utilizaram IMAC 

com cobalto imobilizados aos quelantes IDA e NTA para purificar β-glucoronidase 

recombinante (com cauda de poli(histidina)) adicionada por “spiking” em extratos de 

canola, obtendo-se altos fatores de purificação. BOULIS et al. (2003) estudaram o 

fracionamento de quatro diferentes formas de esporamina (proteína do tubérculo de batata 

doce) expressas em folhas de tabaco por IMAC com cobre imobilizado em agarose-IDA. 

Após uma etapa de precipitação por sulfato de amônio, estes autores mostraram que, de 

acordo com análises de SDS-PAGE e Western blotting, ocorreu purificação completa para 

apenas duas formas. VALDEZ-ORTIZ et al. (2005) utilizaram IMAC com níquel 

imobilizado para caracterizar e purificar amarantina a partir de sementes de tabaco, obtendo 

70% de recuperação da proteína em uma única cromatografia. 

RIBEIRO e colaboradores (2008a) obtiveram e purificaram cistatina (inibidor de 

protease da cisteína) com cauda de histidina, produzida em folhas de cana-de-açúcar 

transgência. Os autores mostraram que a técnica de IMAC foi utilizada com sucesso na 

purificação, uma vez que a cistatina manteve 85% de sua atividade enzimática inibitória. 

Em um trabalho recente de nosso grupo de pesquisa, BRESOLIN et al. (2008) 

apresentaram um estudo do efeito das condições operacionais de adsorção por IMAC de 

proteínas nativas de folhas de tabaco não-transgênico, visando-se obter conhecimento de 

base para posterior aplicação na captura de proteínas recombinantes produzidas em tabaco 

transgênico. Dentre os tampões estudados pelos autores, verificou-se que em presença do 

tampão fosfato de sódio a pH 7,0 houve uma menor adsorção de proteínas de tabaco em 

agarose-IDA-Ni(II) em relação aos demais. Esta condição operacional foi selecionada para 

determinar a seletividade do adsorvente quando realizada adição artificial (“spiking”) de 
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IgG humana policlonal comercial. Nesta condição, a IgG foi capturada, sendo recuperada 

com pureza superior a 75%. 

 

2.3. PROTEINAS ADICIONADAS ARTIFICIALMENTE (“SPIKING”) EM 

EXTRATOS DE SOJA 

Neste tópico serão abordados aspectos e características mais relevantes das cinco 

proteínas utilizadas neste trabalho: Imunoglobulina G (IgG) humana, albumina de soro 

humano (HSA), albumina de soro bovino (BSA), aprotinina e lisozima. 

 

2.3.1. Imunoglobulina G (IgG) humana 

As imunoglobulinas (Ig) são um grupo de glicoproteínas presentes no soro humano 

ou animal, compostas de 82 a 96% de proteínas e 4 a 18% de carboidratos, conferindo 

imunidade humoral e constituindo a maior parte das defesas imunológicas contra infecções 

provocadas por microrganismos. A estrutura básica de uma imunoglobulina possui uma 

configuração comum em forma de “Y” (apresentada na Figura 2-2) e consiste de quatro 

cadeias polipeptídicas: duas cadeias pesadas, cuja massa molecular varia de 50 a 70 kDa, e 

duas cadeias leves, de massa molecular de 25 kDa, sempre em pares idênticos (VLUG e 

VAN REMORTEL, 1989). As quatro cadeias são unidas por ligações dissulfídicas (pontes 

dissulfeto). As cadeias leves que fazem parte da região Fab podem ser do tipo κ ou λ e são 

formadas por dois domínios: um variável e outro constante. As cadeias pesadas são 

características dos tipos de Igs e diferem entre si a partir da estrutura das cadeias pesadas: 

IgG, IgM, IgA, IgD e IgE (VLUG e VAN REMORTEL, 1989). Os domínios variáveis das 

cadeias leves e pesadas constituem os sítios ligantes de antígeno (epítopo). 
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Figura 2-2. Modelo da estrutura de uma molécula de anticorpo típico, composta de duas cadeias 
polipeptídicas leves e duas cadeias pesadas. Pontes dissulfeto inter-cadeias estão indicadas. Dois sítios ativos 
idênticos de ligação ao antígeno estão localizados nos braços da molécula, formados pelas regiões variáveis.   

 

A IgG, na fase adulta responde por 75 a 80% das imunoglobulinas séricas. É a 

imunoglobulina predominante em todas as idades e é produzida nos últimos estágios da 

resposta imune, encontrando-se na forma de monômero (massa molecular em torno de 150 

kDa). A IgG humana apresenta quatro subclasses distintas: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4. As 

subclasses de IgG possuem valores de pI distintos:  IgG1 e IgG3 – de 7,8 a 9,0,  IgG2 e IgG4 

– de 6,3 a 8,0 (VLUG E VAN REMORTEL, 1989).  

A IgG humana é de grande interesse para aplicações terapêuticas, para diagnósticos 

e para purificação de anticorpos e antígenos. Essas aplicações requerem eficiência na 

purificação e na atividade dos constituintes (BURNOUF e RADOSEVICH, 2001). 

 

2.3.2. Albumina de soro humano (HSA) e albumina de soro bovino (BSA) 

A albumina é uma proteína amplamente estudada, de uma cadeia polipeptídica de 

massa molecular de aproximadamente 66 kDa. É uma das proteínas mais abundantes do 

sangue humano e animal, com concentração típica de 50 mg/mL, contribuindo com 80% da 

pressão sanguínea osmótica. Como proteína multifuncional de transporte, a albumina tem 

papel fundamental na reserva de óxido nítrico, o que implica diretamente em grande e 

importante número de processos fisiológicos (MICHNIK et al., 2005). A BSA possui entre 

566 a 621 resíduos de aminoácidos e ponto isoelétrico de 4,8, enquanto que a HSA contém 
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entre 569 a 613 resíduos de aminoácidos e ponto isoelétrico de 4,4 (SPECTOR, 1975). 

Tanto a BSA quanto a HSA possuem apenas um resíduo de cisteína livre, Cys34. Os outros 

formam 17 pontes dissulfeto ajudando a manter a estrutura terciária. A BSA possui 2 

resíduos de triptofano, Trp134 e Trp212 e a HSA apenas um, Trp214 (LEHNINGER et al., 

1995). 

Existem resultados contraditórios e muitas discussões sobre a determinação da 

estrutura da HSA, porém com base em experimentos de hidrodinâmica e espalhamento de 

raios-X, a albumina sérica aproxima-se de um elipsóide de 140 × 40 Angstrons, com três 

domínios homólogos (Figura 2-3).  

 

Figura 2-3. Estrutura quaternária da HSA (SUGIU et al., 1999; Protein Data Bank 1BM0). 

 

2.3.3. Aprotinina 

A aprotinina é um polipeptídio de cadeia simples derivado de tecidos bovinos, 

constituído de 58 resíduos de aminoácidos, massa molecular de aproximadamente 6,5 kDa 

e ponto isoelétrico de 10,5. É um inibidor de enzimas proteolíticas incluindo a 

quimiotripsina, calicreína, plasmina, trombina e tripsina. É utilizada no tratamento de 

hemorragia associada às altas concentrações de plasmina no plasma. Também é utilizada 

para reduzir perda sanguínea e necessidade de transfusões em pacientes durante ou após 

cirurgias cardíacas com circulação extracorpórea (NORRIS et al., 1990; LEHNINGER, 

1995). A estrutura da aprotinina está apresentada na Figura 2-4.  
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Figura 2-4. Seqüência de aminoácidos da aprotinina e posições das pontes dissulfeto entre os átomos de 
enxofre das cisteínas (www.sigmaaldrich.com). 

 

2.3.4. Lisozima 

Lisozima (1,4-β-N-acetilmuramidase) é um polipeptídio de cadeia simples de 129 

aminoácidos reticulada com quatro pontes dissulfeto (JOLLES, 1969) encontrada na 

lágrima, na secreção nasal, na saliva, no baço e em leucócitos. Sua estrutura está 

apresentada na Figura 2-5. 

 

 

Figura 2-5. Estrutura simplicada da lisozima de clara de ovo. Os resíduos de aminoácidos estão numerados do 
grupo N-terminal ao C-terminal. As linhas pontilhadas indicam as quatro ligações dissulfeto existentes 
(http://media-2.web.britannica.com/eb-media/09/6509-004-3BFCA7C6.gif). 
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Esta proteína possui massa molecular de cerca de 14,7 kDa, ponto isoelétrico 

aproximadamente igual a 11,3. A enzima causa a lise de células bacterianas específicas por 

meio da hidrólise das ligações glicosídicas de oligossacarídeos presentes nas paredes 

celulares das mesmas (HOLLER et al.,1975; LEHNINGER, 1995). Devido a essa 

propriedade, a lisozima está presente em grande quantidade nos ovos de muitas aves, onde 

desempenham um importante papel na defesa do embrião contra infecção bacteriana 

(RUDNEY et al., 1985). Nas indústrias alimentícia e farmacêutica, a lisozima é muito 

utilizada como aditivo e conservante (SU e CHIANG, 2006). 
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CAPÍTULO 3:  MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. MATERIAIS  

3.1.1. Grãos de soja  

 Os grãos de soja orgânica, para consumo humano, utilizados neste trabalho foram 

adquiridos no mercado local, da marca Jasmine (PR, Brasil), lote 402, com validade até 

12/02/2009.  

3.1.2. Proteínas utilizadas como “spiking” 

 Neste trabalho foram utilizadas cinco proteínas de diferentes massas moleculares e 

pontos isoelétricos (pI): Imunoglobulina G (IgG) humana, albumina de soro humno (HSA), 

albumina de soro bovino (BSA), aprotinina e lisozima. 

IgG humana foi obtida da ZLB Behring (Alemanha), com pureza de 98,3% de 

acordo com análise nefelométrica de IgG, IgA, IgM, albumina e transferrina feita em nosso 

laboratório. Apresenta pI entre 5,8 e 9,0 e massa molecular de 150 kDa. 

HSA foi obtida da Sigma (EUA), com pureza de 98 a 99%, segundo dados do 

próprio fabricante, pI de 4,4 e massa molecular de 66 kDa. 

BSA foi obtida da Sigma (EUA), com pureza de 98% segundo o fabricante, pI de 

4,8 e massa molecular de 66 kDa. 

Aprotinina de pulmão bovino foi obtida da Sigma (EUA), com pureza não 

determinada pelo fabricante, 5,1 TIU/mg sólido, pI de 10,5 e massa molecular de 6,5 kDa. 

Lisozima de ovo de galinha foi obtida da Sigma (EUA), com pureza superior a 99% 

de acordo com dados do fabricante, 54.700 unidades/mg de proteína, pI de 11,3 e massa 

molecular de 14,7 kDa. 

 

3.1.3. Reagentes  

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

partícula entre 45-165 �m) foi obtido da Amersham Biosciences (Suécia), sulfato de níquel, 

sulfato de cobre, ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), tris(hidroximetil)-
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aminometano (Tris), ácido 2-morfolinoetanosulfônico (MES), acetato de sódio, 

formaldeído, hexano e isopropanol foram obtidos da Merck (Alemanha). Fosfato de sódio 

monobásico anidro, fosfato de sódio bibásico anidro, fosfato de potássio monobásico 

anidro, hidróxido de potássio, ácido clorídrico, ácido acético, ácido cítrico, carbonato de 

sódio, metanol e etanol foram obtidos da Synth (Brasil). Acrilamida, bis-acrilamida, 

dodecilsulfato de sódio (SDS), glicina e N, N, N’, N’-tetra-metilenodiamina (TEMED) 

foram obtidos da BioAgency (Brasil). Persulfato de amônio, ácido 

morfolinopropanosulfônico (MOPS), tris-(2-aminoetil)amina (TREN), glicerol, Sepharose-

dietilaminoetil (Sepharose-DEAE) e Micrococcus lysodeikticus foram obtidos da Sigma 

(EUA). Azul de bromofenol e ditiotrietol foram obtidos da Plusone (Suécia). Glutaraldeído 

e hidróxido de sódio foram obtidos da Nuclear (Brasil). Ácido o-fosfórico foi obtido da 

Ecibra (Brasil). Azul de comassie brilhante G 250 foi obtido da Vetec (Brasil). Para as 

eletroforeses, utilizaram-se marcadores de massas moleculares altas contendo as seguintes 

proteínas: miosina (220 kDa), α2-macroglobulina (170 kDa),  β-galactosidase (116 kDa), 

transferrina (76 kDa) e desidrogenase glutâmica (53 kDa) e marcadores de massas 

moleculares baixas, contendo as seguintes proteínas: fosforilase b (97 kDa), albumina (66 

kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), 

α−lactalbumina (14,4 kDa), ambos “kits” adquiridos da GE Healthcare (EUA). Como 

marcador de IgG, foi utilizado IgG humana da ZLB Behring (Alemanha), como marcador 

de BSA, HSA e aprotinina foram utilizadas as respectivas proteínas da Sigma (EUA). 

Utilizou-se água ultrapura Milli-Q (Millipore, EUA) para a preparação de todas as 

soluções. 

 

3.2. MÉTODOS 

3.2.1. Moagem dos grãos de soja orgânica 

 Os grãos de soja foram moídos a seco utilizando um micro moinho de facas (Tecnal 

TE-648, Brasil). A farinha de soja foi peneirada utilizando-se a fração passante em peneira 

de abertura de 0,50 mm. 
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3.2.2. Desengorduramento da farinha de soja 

 O desengorduramento da farinha de soja foi feito utilizando-se hexano (Merck, 

Alemanha) a 60°C em aparelho tipo Soxhlet, conforme descrito por ROBIC (2005). Um 

volume de 400 mL de hexano foi usado para 100 g de farinha de soja durante 6 h e a 

mesma foi retirada do aparelho e deixada em capela à temperatura ambiente durante 8 horas 

para evaporação do hexano.   

 

3.2.3. Extração de proteínas da soja 

 Em béquer de 250 mL, 5,0 g de farinha de soja desengordurada foram agitados com 

100 mL de tampão fosfato de sódio 50 mmol/L pH 7,0 por 30 min a 20°C. Utilizou-se 

agitador mecânico modelo Q-251D (IKA Labortechnic, Alemanha) com impelidor do tipo 

pás inclinadas (4 cm de diâmetro e inclinação de 45°, construído pela Kroma, Brasil) a uma 

rotação de 500 rpm por 30 min. A suspensão foi centrifugada a 10000 g por 20 min a 5°C 

em uma centrífuga (5804R, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi removido, filtrado 

em membrana com diâmetro de poro de 3 µm (Inlab, Brasil) e utilizado imediatamente para 

análise ou congelado em tubos Eppendorf para análise posterior (ROBIC, 2005). 

 

3.2.4. Ativação do gel com epicloridrina 

O gel de agarose foi ativado com epicloridrina, de acordo com o protocolo descrito 

por HEMDAN e PORATH (1985). Inicialmente o gel embebido em água, foi 

desgaseificado para remover o ar presente nos poros, utilizando uma bomba de vácuo.  

Em capela, um frasco erlenmeyer de 250 mL contendo 20 g de gel (filtrado a vácuo 

por 5 min) foi colocado em um agitador orbital. Em seguida, foi adicionado ao gel um 

volume de 5,0 mL de epicloridrina e 50,0 mL de NaOH 2,0 mol/L contendo 0,266 g de 

boroidreto de sódio (NaBH4). Esta suspensão (gel e solução) foi deixada sob moderada 

agitação (50 rpm), à temperatura de 25 ºC, durante 15 min. Após este tempo de reação, 

foram gotejados, simultaneamente, 50,0 mL de NaOH e 23,3 mL de epicloridrina, a uma 

vazão de, respectivamente, 0,27 e 0,13 mL/min, para evitar o aumento de temperatura 

durante a reação. A seguir, a suspensão (gel e solução) foi deixada sob agitação por um 
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período de 16 hs a 25 °C, tempo suficiente para a reação ser completada. Após este período, 

em capela, o gel foi lavado com água Milli-Q até verificar o mesmo valor de pH para a 

água Milli-Q e para a água de lavagem (descarte), indicando que todo o excesso de solução 

(solução com epicloridrina, NaOH e NaBH4 com pH em torno de 10,0) foi removido. Esta 

lavagem foi feita com a adição da água Milli-Q no gel, seguida de uma leve agitação orbital 

manual e escoamento em funil com placa de vidro sinterizada.   

 

3.2.5. Imobilização do TREN 

A imobilização do tris-(2-aminoetil)amina (TREN) foi realizada como descrito por 

BODEN et al. (1995). Foi preparada uma solução contendo 5,0 mL de TREN (96 % m/v) 

em 25,0 mL de água ultrapura (o frasco contendo o reagente TREN foi aberto em uma 

capela com atmosfera de argônio, uma vez que o mesmo adsorve umidade e CO2 do ar). O 

gel previamente ativado foi colocado em um frasco erlenmeyer e a solução de TREN foi 

adicionada ao mesmo. Esta solução permaneceu sob agitação durante 48 horas a 

temperatura ambiente, em capela. Após este período de imobilização, o gel foi lavado com 

água ultrapura, até verificar o mesmo valor de pH para a água ultrapura e para a água de 

lavagem (descarte), indicando que todo o excesso de solução de TREN foi removido. O 

adsorvente obtido foi denominado Sepharose-TREN. Segundo RIBEIRO (2006), a 

densidade de TREN em agarose ativada com epicloridrina é de 66,2 �mol/g seca para Cu(II) 

e 71,5 �mol/g seca para Ni(II). 

 

3.2.6. Experimentos cromatográficos 

Empacotou-se uma coluna cromatográfica modelo C 10/20 de 10 mm de diâmetro 

interno × 20 cm de altura (Amersham Biosciences, EUA) com 2,0 ou 5,0 mL de gel 

(Sepharose-TREN ou Sepharose-DEAE), conforme o experimento. Esta foi, então, 

conectada um sistema de cromatografia de baixa pressão (Bio-Rad, EUA), representado na 

Figura 3-1. Com vazão de 0,5 ou 1,0 mL/min, equilibrou-se a coluna com um dos seguintes 

tampões: MES 25 mmol/L, pH 6,5; MOPS 25 mmol/L pH 6,5 e 7,5; Tris–HCl 25 mmol/L 

pH 7,0 e 8,5 e Fosfato de sódio 50 mmol/L pH 7,5.  
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Figura 3-1. Esquema do sistema cromatográfico de baixa pressão. 1) reservatório de solução; 2) bomba 
peristáltica; 3) coluna cromatográfica; 4) monitor de medida de absorbância a 280 nm; 5) coletor de frações; 
6) registrador. 

 

Para cromatografias IMAC, a coluna contendo o adsorvente foi alimentada, até a 

saturação, com uma solução a 50 mmol/L de sulfato de Cu(II) ou Ni(II) preparadas, 

respectivamente, em água e em 20 mmol/L de acetato de sódio pH 6,5 e, em seguida, 

lavada, sequencialmente, com água ultrapura e com tampão de eluição (com maior 

concentração de agente competidor imidazol (300 mmol/L)  ou de menor valor de pH), com 

o intuito de remover o metal fracamente adsorvido na matriz e, finalmente, com o tampão 

de adsorção utilizado para cada experimento: MES 25 mmol/L, pH 6,5; MES 25 mmol/L, 2 

mmol/L imidazol, pH 6,5; MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, 1,0 mol/L NaCl, pH 6,5; 

Mops-Acetato (MA) 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 7,0.  

Realizaram-se cromatografias alimentando-se 2,0, 10,0 e 82,0 mL de extrato de soja 

e curvas de ruptura alimentando-se 100,0 mL de extrato de soja, sendo todas as amostras 

alimentadas no tampão de equilíbrio, após prévia troca de tampão do extrato original em 

coluna de filtração em gel (PD 10 – Sephadex G 25 M, GE Healthcare, EUA). 

A lavagem foi realizada com o mesmo tampão utilizado para equilibrar a coluna e, 

em seguida, a eluição foi feita por acréscimo de 0,5 ou 1,0 mol/L de NaCl no tampão de 

equilíbrio e abaixamento de pH ou adição de 300 mmol/L de imidazol para IMAC. 

Finalizada a eluição, a coluna foi regenerada com NaOH 50 mmol/L para os experimentos 

de cromatografia negativa e com EDTA 50 mmol/L nos experimentos de IMAC (para a 

remoção do metal) e, finalmente, com água Milli-Q. Durante todo o experimento, foram 
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coletadas frações de 1,0 ou 2,0 mL para análise. As frações obtidas foram monitoradas a 

280 nm, quantificadas pelo método de Bradford (1976) e aquelas situadas nos picos de 

proteína foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. 

Selecionada o melhor sistema tamponante, vazão e concentração protéica de 

alimentação, realizou-se cromatografia com 10,0 mL de alimentação com “spiking” de IgG 

humana na concentração de 1,0 e 0,5 mg de IgG/mL de extrato. As frações obtidas também 

foram monitoradas a 280 nm, quantificadas pelo método de Bradford (1976) e aquelas 

situadas nos picos de proteína foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE e 

nefelometria. 

Ainda nas melhores condições cromatográficas, realizaram-se experimentos com 

10,0 mL de alimentação com “spiking” de BSA, HSA, aprotinina e lisozima na 

concentração de 0,5 mg de proteína/mL de extrato. As frações obtidas também foram 

monitoradas a 280 nm, quantificadas pelo método de Bradford (1976) e aquelas situadas 

nos picos de proteína foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. As 

proteínas BSA e aprotinina não foram quantificadas. A proteína HSA foi quantificada por 

nefelometria e a lisozima por absorbância a 280 nm e medida a atividade enzimática. 

Foi realizado um experimento cromatográfico com 5,0 mL do gel Sepharose-TREN-

Ni(II) e posterior eletroforese de focalização isoelétrica (“Isoelectric Focusing” – IEF) para 

determinação dos pontos isoelétricos das moléculas de IgG adsorvidas e não adsorvidas na 

matriz de IMAC. Alimentou-se uma solução contendo 5,06 mg de IgG com elevada 

pureza/mL de tampão MES 25 mmol/L, pH 6,5. Esta concentração foi escolhida para não 

saturar a capacidade do gel, permitindo, assim, a identificação dos pontos isoelétricos da 

IgG das frações cromatográficas retidas e não retidas. A eluição das proteínas adsorvidas no 

gel foi realizada por adição de 300 mmol/L de imidazol ao tampão de adsorção. O gel foi 

regenerado com EDTA 50 mmol/L e lavado, sequencialmente, com água ultrapura. A 

corrente de saída foi monitorada a 280 nm e coletada em frações de 2,0 mL. As frações 

foram quantificadas pela medida de absorbância a 280 nm (coeficiente de extinção de 1,36 

para a IgG) e aquelas correspondentes às etapas de lavagem e eluição foram agrupadas e 

analisadas por IEF (método descrito no item 3.2.9. ). 
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3.2.7. Dosagem de proteínas totais 

Determinaram-se as concentrações de proteínas totais nas amostras utilizando o 

procedimento descrito por BRADFORD (1976), com albumina do soro bovino (BSA) 

como proteína de referência. 

 

3.2.8. Eletroforese SDS-PAGE 

A amostra de alimentação e as frações de lavagem, eluição e regeneração das 

cromatografias foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE, realizadas no equipamento 

Mini Protean III (BioRad, EUA) utilizando gel de poliacrilamida, conforme protocolo 

apresentado por LAEMMLI (1970), na concentração de 7,5% e 12,5% (ou 15%), sendo as 

amostras tratadas com tampões contendo SDS em condições desnaturantes e não-redutoras 

(sem a presença de β-mercaptoetanol). A desnaturação das proteínas das amostras foi 

realizada por aquecimento a 100 ºC por 10 min. Alíquotas de 15 �L de cada amostra, 10 �L 

de marcador de alta massa molecular e 5 �L de marcador de baixa massa molecular foram 

aplicadas nos géis de 7,5% e 12,5% (ou 15%), respectivamente. Estes géis foram 

submetidos a uma voltagem de 180 V, em cuba vertical. A coloração dos géis foi feita com 

nitrato de prata, conforme MORRISSEY (1981). 

 

3.2.9. Eletroforese de Focalização Isoelétrica (“Isoelectric Focusing” – IEF) 

A eletroforese IEF é uma técnica baseada na separação de moléculas de acordo com 

seu ponto isoelétrico (pI). A técnica consiste na aplicação da solução de proteína sobre um 

gel de acrilamida que apresenta um gradiente contínuo de pH e neste gel é aplicado um 

campo elétrico que promove o deslocamento da proteína até a região de pH que 

corresponde ao seu pI, não havendo deslocamento a partir deste ponto. O PhastSystem 

(Pharmacia, Suécia) e géis gradientes de pH 3 a 9 e marcadores de pI (GE-Healthcare, 

EUA) foram usados para a IEF de acordo com o método descrito pelo fabricante. A 

coloração do gel foi realizada com nitrato de prata, de acordo com o fabricante. 
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3.2.10. Dosagem de IgG e HSA 

 A determinação da concentração de IgG humana e HSA presente no “pool” das 

amostras mais concentradas de cada etapa das cromatografias foram determinadas por 

nefelometria, conforme descrito no manual do nefelômetro Array 360 System (Beckman, 

EUA). O método nefelométrico baseia-se no espalhamento de luz obtida pelos complexos 

(anticorpo específico-antígeno) em suspensão na amostra a ser medida quando submetido a 

um feixe luminoso incidente. A variação da intensidade do espalhamento de luz medida 

pelo nefelômetro é convertida em unidades de concentração (mg/dL). A concentração 

mínima detectada pelo equipamento é de 0,0093 mg/mL para IgG e 0,0062 mg/mL para 

HSA. 

 

3.2.11. Atividade da lisozima 

Para a determinação da atividade da lisozima adaptou-se o método apresentado por 

SHUGAR (1952) que baseia-se na determinação da taxa de redução turbidimétrica de uma 

suspensão celular de Micrococcus lysodeikticus medida através da absorbância a 450 nm 

em função do tempo. Para a realização do experimento, adicionou-se em uma cubeta de 

plástico a 25ºC, 2,5 mL de suspensão de M. lysodeikticus 0,15 mg/mL e 100 µL de solução 

enzimática, ambas preparadas em tampão fosfato de potássio 66 mmol/L pH 6,24. A 

atuação enzimática é rompendo a membrana celular das bactérias e a suspensão que 

inicialmente é turva, torna-se límpida com o decorrer do tempo. Após a adição do substrato 

e da enzima, agitou-se a cubeta por inversão e registrou-se o decréscimo da absorbância a 

450 nm por 5 min. Uma unidade enzimática produz uma variação de absorbância de 0,001 

por minuto nas condições experimentais trabalhadas. 

A atividade específica da lisozima foi calculada através da expressão: 

 Atividade Específica (U/mg)
( ) ( )( )( )

enzima

nm

VC

DtAA

××

∆−∆
=

001,0

/branco450testenm450  

em que ((∆A450 nm(teste) - ∆A450 nm(branco))/t) é a inclinação da curva da absorbância a 450 nm 

em função do tempo (descontando-se a diferença entre a inclinação para a amostra 

analisada e para seu branco); D é o fator de diluição; C é a concentração de proteína da 
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solução enzimática (mg/mL); Venzima é o volume de enzima adicionado na reação (mL); 

0,001 é a variação da absorbância a 450 nm por definição de unidade. 

 

3.2.12. Espectrometria de massa 

Realizaram-se análises de espectrometria de massas com ionização por electrospray 

(ESI-MS), com as seguintes amostras: aprotinina comercial diluída em água milli-Q, 

aprotinina comercial diluída em tampão MES 25 mmol/L, pH 6,5 e posterior troca de 

tampão para água Milli-Q em coluna de filtração em gel (PD 10 – Sephadex G 25 M, GE 

Healthcare, EUA), “pool” das frações mais concentradas da lavagem em tampão MES 25 

mmol/L, pH 6,5 e posterior troca de tampão para água Milli-Q em coluna de filtração em 

gel (PD 10 – Sephadex G 25 M, GE Healthcare, EUA) e “pool” das frações mais 

concentradas da eluição em tampão MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L, pH 6,5 e posterior 

troca de tampão para água Milli-Q em coluna de filtração em gel (PD 10 – Sephadex G 25 

M, GE Healthcare, EUA). Utilizou-se o equipamento LTQ FT Ultra (ThemoScientific). 

Estes ensaios foram realizados no Laboratório Thomson, do Instituto de Química da 

UNICAMP. As soluções de aprotinina foram diluídas em uma mistura de MeOH/H2O 

(50% v/v e 0,1% v/v de ácido fórmico). A solução foi introduzida no equipamento de ESI-

MS através de um sistema automatizado (Nanomate – Advion, UK), com vazão de 10 

L/min. Os espectros foram adquiridos no modo positivo. 
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CAPÍTULO 4:  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Neste capítulo são abordados aspectos relativos à extração de proteínas da soja, bem 

como resultados de adsorção destas proteínas em Sepharose-TREN, analisando os efeitos 

de diferentes sistemas tamponantes, da diluição do extrato da alimentação e da vazão. Na 

sequência são apresentados resultados da adição artificial (“spiking”) de IgG humana 

visando sua purificação por cromatografia negativa. São apresentados resultados de 

capacidade dinâmica do gel por meio de experimentos de curva de ruptura. Para efeito de 

comparação são apresentados resultados de controle com o gel de troca-iônica clássico 

Sepharose-DEAE, bem como experimentos de IMAC com íons Ni(II) e Cu(II) imobilizados 

em Sepharose-TREN. Resultados com a adição artificial (“spiking”) de outras proteínas 

como albumina de soro humano (HSA), albumina de soro bovino (BSA), aprotinina e 

lisozima em extratos de soja também são apresentados utilizando-se o gel Sepharose-

TREN. 

 

4.1. EXTRAÇÃO DAS PROTEÍNAS DA SOJA 

O extrato de soja utilizado como solução de alimentação para os experimentos 

cromatográficos apresentados neste trabalho, foi obtido por extração de proteínas da soja 

em tampão fosfato 50 mmol/L, pH 7,0, condição esta que favorece maior extração das 

proteínas da soja, na faixa de 5,0 a 5,5 mg/mL (ROBIC, 2005). De acordo com ALLAN e 

SIDNEY, 1972, as proteínas nativa da soja possuem massas moleculares que variam de 7,9 

a 356 kDa. As eletroforeses da Figura 4-1 identificam as proteínas do extrato preparado 

neste trabalho de acordo com suas massas moleculares. 
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                              (a)                                                                (b) 

 

Figura 4-1. Eletroforeses SDS-PAGE do extrato de soja. Amostras em condições desnaturantes e não-
redutoras: (a) gel a 7,5% em acrilamida; (b) gel a 12,5% em acrilamida. Faixas: (HMW) marcador de alta 
massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular; (E) extrato. 

 

 Em todos os experimentos realizados neste trabalho foi necessária a troca de tampão 

do extrato, realizado por filtração em gel em colunas contendo gel Sephadex G-25 com o 

intuito de adequar a solução de extrato ao tampão de alimentação da coluna Sepharose-

TREN. Partindo-se dos extratos em tampão de alimentação, realizaram-se experimentos 

cromatográficos para estudo da adsorção de proteínas nativas da soja e purificação de 

proteínas adicionadas artificialmente (“spiking”) ao extrato de soja. 

 

4.2. TREN COMO LIGANTE EM CROMATOGRAFIA NEGATIVA 

4.2.1. Efeito do sistema tamponante na adsorção de proteínas da soja 

Realizaram-se cromatografias com extrato de soja em diferentes sistemas 

tamponantes (MES, MOPS, Tris-HCl e fosfato de sódio, em valores de pH referentes aos 

extremos da faixa tamponante de cada tampão), a fim de selecionar a condição que 

favorecesse a maior adsorção de proteínas nativas da soja em coluna de Sepharose-TREN. 

As porcentagens de proteínas totais (método de Bradford (1976)) adsorvidas e não 

adsorvidas no gel para cada sistema tamponante estudado são mostradas na Figura 4-2. 
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Figura 4-2. Porcentagens de proteínas totais, PA (proteínas adsorvidas) e PNA (proteínas não adsorvidas) da 
cromatografia negativa em Sepharose-TREN a partir de extrato de soja nos seguintes tampões a 25 mmol/L: 
MES pH 6,5, MOPS pH 6,5 e 7,5, Tris-HCl pH 7,0 e 8,5 e fosfato de sódio pH 7,5. Alimentação: 2,0 mL de 
extrato de soja (8,25 a 10,05 mg/ml). Volume do leito: 2,0 mL. Vazão: 1,0 mL/min. 

 

As condições tamponantes MES pH 5,5 e fosfato de sódio pH 6,0 não foram 

estudadas porque algumas proteínas da soja precipitaram em valores de pH inferiores a 6,0. 

Desta forma, além de etapas de separação do precipitado (centrifugação, filtração, etc), a 

concentração de proteínas no extrato seria inferior, o que tornaria inviável a comparação 

destes sistemas, em termos de capacidade e seletividade. 

A condição que favoreceu a adsorção de maior quantidade de proteínas nativas do 

extrato de soja foi com tampão MES pH 6,5 (106% de proteínas adsorvidas), enquanto que 

em tampão fosfato de sódio pH 7,5, houve a menor adsorção (46%). 

A seletividade do adsorvente Sepharose-TREN também diferiu para cada sistema 

tamponante estudado (Figura 4-3 a Figura 4-8 e Tabela 4-1). Os resultados obtidos no 

experimento conduzido em MES pH 6,5 indicaram que a maioria das proteínas alimentadas 

permaneceu adsorvida em Sepharose-TREN, sendo quantificada apenas 2,8% na etapa de 

lavagem (Tabela 4-1). Entretanto, não se visualizaram bandas de proteínas na eletroforese 

referente às frações da etapa de lavagem (Figura 4-3), concluindo-se que o gel Sepharose-

TREN apresenta alta capacidade de adsorção de proteínas da soja. Como a maioria das 

proteínas da soja apresenta valores de pI inferiores a 6,1 (ALLAN e SIDNEY, 1972), no pH 

estudado de 6,5, tais proteínas encontram-se carregadas negativamente, enquanto que o 
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ligante TREN (ponto de carga nula em torno de 10,5, de acordo com informações do 

fabricante), encontra-se carregado positivamente. A carga líquida do MES a pH 6,5 é 

negativa (pKa de 6,15) e provavelmente este seja repelido pelas proteínas, permitindo, 

desta forma, que elas interajam com o TREN e sejam adsorvidas. 

Em tampão MOPS (pKa de 7,14) a pH 6,5 e 7,5 não se alcançou seletividade similar 

àquela alcançada com MES. Como pode ser observado na Tabela 4-1 e eletroforeses da 

Figura 4-4, 14,5% de proteínas (faixa de massa molecular entre 30 a 80 kDa) foram 

detectadas na lavagem em MOPS pH 6,5. Neste valor de pH, a maioria das proteínas da 

soja apresenta-se carregada negativamente, o TREN carregado positivamente e o MOPS 

encontra-se com carga líquida nula (zwiteriônico). A carga líquida nula indica que existe 

um equilíbrio na quantidade de cargas positivas e negativas. Possivelmente, os contra-íons 

positivos deste tampão estariam sendo atraídos pelas proteínas, impedindo assim, total 

interação destas com a matriz TREN.  

Ao se utilizar MOPS a pH 7,5, 5,9% das proteínas foram detectadas na lavagem, 

numa faixa estreita de massas moleculares: 45 a 70 kDa (Figura 4-5). Neste valor de pH, a 

carga líquida do MOPS é negativa, fazendo com que uma maior quantidade de proteínas 

interaja com o TREN e sejam adsorvidas. 

Para o sistema tamponante Tris-HCl (pKa de 8,06), em ambos os valores de pH (7,0 

e 8,5), parte das proteínas da soja alimentada permaneceu adsorvida em Sepharose-TREN. 

Detectou-se, na etapa de lavagem, 5,9% e 4,8% de proteínas em pH 7,0 e pH 8,5, 

respectivamente. Pelas eletroforeses apresentadas na Figura 4-6 e na Figura 4-7, verifica-se 

que proteínas na faixa de 45 a 60 kDa e de 30 kDa (provavelmente a α-conglicinina) foram 

detectadas na etapa de lavagem, respectivamente, para os valores de pH 7,0 e 8,5. 

Em tampão fosfato de sódio pH 7,5 os resultados não foram bons em termos de 

capacidade de adsorção de proteínas, sendo detectado 59% na etapa de lavagem. Tanto as 

proteínas adsorvidas como as não adsorvidas pertencem a uma ampla faixa de massa 

molecular (eletroforese similar ao extrato alimentado na coluna), como pode ser visualizado 

na Figura 4-8. 
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Figura 4-3. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-TREN, a 
partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 2,0 mL. Vazão: 1,0 mL/min. Frações 
coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 2,0 mL de extrato de soja (4,12 mg de proteína total/mL); (L) lavagem: 
MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 
mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) 
gel a 15%. Faixas: (A) solução inicial; (L) “pool” das frações 3 a 5 da lavagem; (E) “pool” das frações 11 a 14 
da eluição e (R) “pool” das frações 26 a 29 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; 
(LMW) marcador de baixa massa molecular.  

 

 
Figura 4-4. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-TREN, a 
partir de extrato de soja em MOPS 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 2,0 mL.  Vazão: 1,0 mL/min. 
Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 2,0 mL de extrato de soja (4,52 mg proteína total/mL); (L) 
lavagem: MOPS 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluição MOPS 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: 
NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: (a) gel a 
7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 3 e 4 da lavagem; (E) “pool” das 
frações 7 a 9 da eluição e (R) “pool” das frações 18 a 20 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa 
molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.  
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Figura 4-5. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-TREN, a 
partir de extrato de soja em MOPS 25 mmol/L, pH 7,5. Volume do leito: 2,0 mL. Vazão: 1,0 mL/min. Frações 
coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 2,0 mL de extrato de soja (4,34 mg proteína total/mL); (L) lavagem: 
MOPS 25 mmol/L pH 7,5; (E) eluição MOPS 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 7,5; (R) regeneração: NaOH 50 
mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) 
gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 3 e 4 da lavagem; (E) “pool” das frações 9 e 10 
da eluição e (R) “pool” das frações 21 a 22 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; 
(LMW) marcador de baixa massa molecular.  

 

 

Figura 4-6. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-TREN, a 
partir de extrato de soja em Tris-HCl 25 mmol/L, pH 7,0. Volume do leito: 2,0 mL. Vazão: 1,0 mL/min. 
Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação 2,0 mL de extrato de soja (4,40 mg proteína total/mL); (L) 
lavagem: Tris-HCl 25 mmol/L pH 7,0; (E) eluição Tris-HCl 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 7,0; (R) 
regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 3 e 4 da lavagem; 
(E) “pool” das frações 10 e 11 da eluição e (R) “pool” das frações 24 e 25 da regeneração; (HMW) marcador 
de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.  
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Figura 4-7. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-TREN, a 
partir de extrato de soja em Tris-HCl 25 mmol/L, pH 8,5.  Volume do leito: 2,0 mL.  Vazão: 1,0 mL/min. 
Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 2,0 mL de extrato de soja (4,24 mg proteína total/mL); (L) 
lavagem: Tris-HCl 25 mmol/L pH 8,5; (E) eluição Tris-HCl 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 8,5; (R) 
regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 3 e 4 da lavagem; 
(E) “pool” das frações 9 e 10 da eluição e (R) “pool” das frações 25 e 26 da regeneração; (HMW) marcador 
de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 

 

Figura 4-8. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-TREN, a 
partir de extrato de soja em Fosfato de sódio 25 mmol/L, pH 7,5. Volume do leito: 2,0 mL.  Vazão: 1,0 
mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 2,0 mL de extrato de soja (5,02 mg proteína total/mL); 
(L) lavagem: Fosfato de sódio 25 mmol/L pH 7,5; (E) eluição Fosfato de sódio 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L 
pH 7,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes 
e não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 3 e 4 da 
lavagem; (E) “pool” das frações 14 e 15 da eluição e (R) “pool” das frações 24 a 26 da regeneração; (HMW) 
marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.   
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Tabela 4-1. Balanços de massa de proteínas totais das cromatografias negativa em Sepharose-TREN a partir de extrato de soja em diferentes tampões de adsorção 
e dessorção por acréscimo de 0,5 mol/L NaCl no tampão de adsorção. 

Tampão 

Etapas 

MES pH 6,5 MOPS pH 6,5 MOPS pH 7,5 Tris pH 7,0 Tris pH 8,5 Fosfato pH 7,5 

PTa(mg) PTb(%) PTa(mg) PTb(%) PTa(mg) PTb(%) PTa(mg) PTb(%) PTa(mg) PTb(%) PTa(mg) PTb(%) 

Amostra inicial 8,25 100,0 9,03 100,0 8,67 100,0 8,80 100,0 8,47 100,0 10,05 100,0 

Lavagem 0,23 2,8 1,31 14,5 0,51 5,9 0,52 5,9 0,41 4,8 5,93 59,0 

Eluição 2,55 30,9 4,42 48,9 4,40 50,7 4,60 52,3 5,26 62,1 3,36 33,4 

Regeneração 6,20 75,1 2,87 31,8 3,39 39,1 3,83 43,5 2,27 26,8 1,27 12,6 

Recuperação 8,98 108,8 8,60 95,2 8,30 95,7 8,95 101,7 7,94 93,7 10,56 105,0 

Proteínas 

adsorvidas 
8,75 106,0 7,29 80,7 7,79 89,8 8,43 95,8 7,53 88,9 4,63 46,0 

a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 

Volume do leito: 2,0 mL. 
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De acordo com resultados obtidos, conclui-se que a condição mais indicada para 

realização de cromatografia negativa com “spiking” de proteínas em extrato de soja seria 

tampão MES 25 mmol/L pH 6,5, cujas eletroforeses não apresentam proteínas da soja na 

etapa de lavagem (Figura 4-3), indicando, eletroforeticamente, que todas as proteínas foram 

adsorvidas em Sepharose-TREN. 

Neste trabalho foram selecionadas proteínas com diferentes valores de pI para serem 

adicionadas no extrato de soja: IgG humana (ampla faixa de pI, entre 5,8 e 9,0), HSA (pI 

ácido de 4,4), BSA (pI ácido de 4,8), aprotinina (pI alcalino de 10,5) e lisozima (pI alcalino 

de 11,3). Pelo fato de possuir uma ampla faixa de pI, a IgG humana foi a proteína escolhida 

para o início deste estudo, cujos resultados encontram-se apresentados e discutidos a seguir 

(item 4.2.2. ). 

  

4.2.2. Purificação de IgG humana adicionada (“spiking”) em extrato de soja por 

cromatografia negativa 

As cromatografias negativa em Sepharose-TREN para purificação de IgG humana 

foram realizadas com 3,0 e 8,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 60 e 160 µL a 50 

mg/mL de IgG humana, respectivamente, resultando em uma concentração de 1,0 mg de 

IgG/mL de extrato. Os perfis cromatográficos e eletroforéticos obtidos estão apresentados 

nas Figura 4-9 e Figura 4-10. As frações cromatográficas referentes às etapas de 

alimentação, lavagem, eluição e regeneração foram quantificadas pelo método de Bradford 

(1976) e nefelometria em termos de proteínas totais e IgG, respectivamente (Tabela 4-2 e 

4.3).  
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Figura 4-9. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG 
humana em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 2,0 mL.  
Vazão: 1,0 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 3,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 
60 µL de IgG humana (50 mg/mL), concentração de IgG de 1,0 mg/mL no extrato; (L) lavagem: MES 25 
mmol/L pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L. 
Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 
15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 4 a 10 da lavagem; (E) “pool” das frações 18 a 20 da 
eluição e (R) “pool” das frações 37 a 40 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) 
marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 

 
Tabela 4-2. Balanços de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia negativa em Sepharose-TREN 
realizada com alimentação de 3,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 60 µL de IgG humana em MES pH 
6,5 e dessorção por acréscimo de 0,5 mol/L NaCl no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 12,72 100,0 2,39 100,0 18,8 1,00 

Lavagem 1,05 8,2 0,90 37,9 85,7 4,56 

Eluição 4,21 33,1 1,44 60,4 34,2 1,82 

Regeneração 9,69 76,2 - - - - 

Recuperação 14,95 117,5 2,34 98,2 - - 

Proteínas adsorvidas 13,90 109,3 1,44 60,4 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 2,0 mL. 
 

M 
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Figura 4-10. (a) Perfil cromatográfico de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG humana em 
Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 2,0 mL.  Vazão: 1,0 
mL/min. Frações coletadas: 1,0 mL. (A) alimentação: 8,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 160 µL de 
IgG humana (50 mg/mL), com concentração de IgG de 1,0 mg/mL no extrato; (L) lavagem: MES 25 mmol/L 
pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L. 
Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a 
15%. Faixas: (A) amostra inicial; (1 a 8) frações  “flowthrough”; (9 a 20) frações da lavagem; (E) “pool” das 
frações 94 a 99 da eluição e (R) “pool” das frações 183 a 193 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa 
molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 

 

M 
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Tabela 4-3. Balanços de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia realizada com alimentação de 
8,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 160 µL de IgG humana em MES pH 6,5 e dessorção por 
acréscimo de 0,5 mol/L NaCl no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 33,92 100,0 6,36 100,0 18,7 1,00 

“Flowthrough” 1,07 3,16 0,82 13,0 76,6 4,10 

Lavagem 6,17 18,2 3,09 48,6 50,1 2,68 

Eluição 14,49 42,7 3,28 51,6 22,6 1,21 

Regeneração 19,18 56,5 - - - - 

Recuperação 40,91 120,6 7,19 113,1 - - 

Proteínas adsorvidas 33,67 99,2 3,28 51,6 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 2,0 mL. 
 

De acordo com o resultado da Figura 4-9 observa-se, na etapa de lavagem, apenas 

uma banda correspondente a IgG que, por análise de nefelometria (Tabela 4-2), sua pureza 

é de 85,7%. Visualizam-se também bandas de IgG na eluição, visto que a IgG humana 

possui valores de pI de 5,8 a 9,0, assim IgG de pI abaixo de 6,5 (pH do sistema tamponante 

utilizado) estão carregadas negativamente e são adsorvidas pelo ligante TREN. Esta 

hipótese pode ser confirmada de acordo com resultados de focalização isoelétrica 

apresentados por BRESOLIN et al. (2009a). Utilizando agarose-TREN em sistema 

tamponante idêntico ao utilizado neste experimento (MES 25 mmol/L, pH 6,5), os autores 

mostraram que, a partir da alimentação de IgG humana comercial (5,8 < pI < 9,0), detectou-

se na etapa de lavagem IgG com valores de pI entre 6,3 a 9,0, enquanto na eluição 

(acréscimo de 0,4 mol/L NaCl no tampão de lavagem) detectou-se IgG de menores valores 

de pI (5,8 – 7,3).  

O aumento da massa de IgG alimentada refletiu na não retenção de proteínas da soja 

em Sepharose-TREN, pois nas frações iniciais de “flowthrough”, verificam-se bandas de 

proteínas da soja em virtude da baixa capacidade de adsorção deste gel (Figura 4-10).  

Utilizando Sepharose-TREN, BRESOLIN et al. (2009a) obtiveram valores de 

pureza mais elevados na etapa de lavagem (entre 90% e 95%) do que neste trabalho (50%, 
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Tabela 4-3). Estes autores purificaram IgG a partir da alimentação de soro humano diluído 

20 vezes em tampão MES 25 mmol/L, pH 6,5, na qual cerca de 15% das proteínas totais 

alimentadas correspondiam a IgG, com uma vazão de 0,5 mL/min.  

Neste trabalho, entretanto, a vazão utilizada foi de 1,0 mL/min, podendo acarretar 

menor capacidade de adsorção. Com o intuito de determinar condições que favorecessem a 

adsorção de proteínas da soja em gel Sepharose-TREN, realizaram-se curvas de ruptura a 

diferentes vazões e concentração protéica na alimentação. 

 

4.2.3. Estudo do efeito da vazão e da concentração de proteínas da soja e IgG na 

retenção e não-retenção de proteínas em gel Sepharose-TREN 

Visando a avaliação o efeito da vazão, foram realizados experimentos de curvas de 

ruptura em 3 diferentes vazões (1,0, 0,5 e 0,25 mL/min), cujo resultado e discussão está 

apresentado no item 4.2.3.1. Por sua vez, resultados do efeito da concentração de proteínas 

da soja (1,33 e 1,09 mg/mL) e a presença de IgG adicionada artificialmente (“spiking”) no 

extrato de soja estão apresentados nos itens 4.2.3.2 e 4.2.3.3, respectivamente. 

 

4.2.3.1. Efeito da vazão na adsorção de proteínas 

Realizaram-se curvas de ruptura com alimentação de 100,0 mL de extrato de soja 

em MES pH 6,5, a fim de observar o efeito da vazão (1,0, 0,5 e 0,25 mL/min ou 

velocidades superficiais de 1,27, 0,64 e 0,32 cm/min) na adsorção de proteínas da soja em 

Sepharose-TREN (Figura 4-11 a Figura 4-13). As análises das frações das etapas de 

“flowthrough”, lavagem, eluição e regeneração foram realizadas por eletroforese SDS-

PAGE. Os balanços de massa em termos de proteínas totais das curvas de ruptura estão 

apresentados na Tabela 4-4. 
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Figura 4-11. (a) Curva de ruptura de extrato de soja em Sepharose-TREN em tampão MES 25 mmol/L pH 
6,5. Volume do leito 5,0 mL. Vazão: 1,0 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 100,0 mL de 
extrato de soja (4,62 mg de proteína total/mL) (L) lavagem MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluição MES 25 
mmol/L NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em 
condições desnaturantes e não-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a  15%. Faixas: (A) amostra inicial; (4 a 14): 
frações “flowthrough”; (E) “pool” das frações 85 a 88 da eluição e (R) “pool” das frações 103 a 105 da 
regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 
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Figura 4-12. (a) Curva de ruptura de extrato de soja em Sepharose-TREN em tampão MES 25 mmol/L pH 
6,5. Volume do leito 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 100,0 mL de 
extrato de soja (4,00 mg de proteína total/mL); (L) lavagem MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluição MES 25 
mmol/L NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em 
condições desnaturantes e não-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (4 a 14): 
frações “flowthrough”; (E) “pool” das frações 71 a 738 da eluição e (R) “pool” das frações 85 a 87 da 
regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 
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Figura 4-13. (a) Curva de ruptura de extrato de soja em Sepharose-TREN em tampão MES 25 mmol/L pH 
6,5. Volume do leito 5,0 mL. Vazão: 0,25 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 100,0 mL de 
extrato de soja (4,01 mg de proteína total/mL); (L) lavagem MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluição MES 25 
mmol/L NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em 
condições desnaturantes e não-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (9 a 14): 
frações “flowthrough”; (E) “pool” das frações 83 a 85 da eluição e (R) “pool” das frações 106 a 108 da 
regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 
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Tabela 4-4. Balanços de massa de proteínas totais das curvas de ruptura realizadas com extrato de soja em 
MES 25 mmol/L pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L NaCl no tampão de adsorção, nas vazões de 
1,0, 0,5 e 0,25 mL/min. 

Etapas 

Vazão 1,0  

mL/min 

Vazão 0,5 

mL/min 

Vazão 0,25 

mL/min 

PTa(mg) PTb(%) PTa(mg) PTb(%) PTa(mg) PTb(%) 

Amostra inicial 461,82 100,0 400,06 100,0 400,97 100,0 

“Flowthrough” 297,25 64,4 198,55 49,6 195,58 48,8 

Lavagem 66,61 14,4 32,67 8,2 87,41 21,8 

Eluição 44,80 9,7 75,23 18,8 57,60 14,4 

Regeneração 24,02 5,2 51,64 12,9 31,53 7,9 

Recuperação 432,68 93,7 358,09 89,5 372,12 92,8 

Proteínas totais adsorvidas 68,82 14,9 126,87 31,7 89,13 22,3 

Proteínas totais 

adsorvidas/mL de gel 
13,76 - 25,37 - 17,83 - 

a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
 

A vazão teve um efeito na adsorção de proteínas da soja, sendo a maior capacidade 

dinâmica de adsorção atingida a 0,5 mL/min (25,37 mg de proteína/mL de gel). Utilizando 

agarose-TREN e sistema tamponante MES 25 mmol/L, pH 6,5 (idêntico ao utilizado neste 

experimento), BRESOLIN e colaboradores (2009a) obtiveram capacidade dinâmica de 

adsorção cerca de 25% maior que neste trabalho (31,65 mg de proteínas do soro 

humano/mL de gel), quando alimentaram 34 mL (119,0 mg de proteína total sendo 19,72 

mg de IgG) de solução de soro humano a uma vazão de 0,5 mL/min, enquanto que neste 

trabalho alimentou-se 100 mL (400,1 mg de proteína total). Apesar das diferenças na 

quantidade de proteína total alimentada, a menor capacidade dinâmica de adsorção também 

pode ter ocorrido devido às interações eletrostáticas entre as proteínas da soja e o TREN, 

uma vez que estas apresentam pI entre 4,0 a 6,1, enquanto que as proteínas do soro humano 

apresentam uma faixa mais ampla de pI entre 4,0 e 9,95 (PRIN et al., 1995 e PUTNAM, 

1987).  

Entretanto, apesar da maior capacidade de adsorção, as eletroforeses da Figura 4-12 

mostram bandas de proteínas de massa molecular de aproximadamente 45 kDa, referentes 
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às frações iniciais “flowthrough”. Estas proteínas não foram identificadas nas eletroforeses 

da Figura 4-13, mostrando que na vazão de 0,25 mL/min, um tempo maior foi requerido 

para que as proteínas saturassem a coluna. Na cromatografia realizada na vazão de 0,25 

mL/min, não foi possível total regeneração da coluna devido ao entupimento da mesma 

com proteínas que precipitaram durante a cromatografia. Este fato pode ter ocasionado 

diminuição na capacidade de adsorção do gel na menor vazão trabalhada. Baseado nos 

resultados destes experimentos, passou-se a trabalhar com vazões de 0,5 mL/min. 

 Nas três vazões trabalhadas observou-se precipitação dentro da coluna e frações 

turvas a partir da décima segunda fração “flowthrough”. Uma hipótese para explicar este 

fenômeno seria que a medida que os sítios do gel Sepharose-TREN seriam ocupados, 

começaria a ocorrer interação proteína-proteína, ocasionando a precipitação das mesmas e 

as turbidez das frações. 

 Realizaram-se experimentos testando-se diferentes diluições do extrato a ser 

alimentado na coluna com o intuito de determinar a concentração inicial que evitasse a 

precipitação de proteínas durante a cromatografia. 

  

4.2.3.2. Efeito da concentração inicial de extrato de soja na adsorção e precipitação de 
proteínas  

Com base nos resultados apresentados no item 4.2.3.1, realizaram-se cromatografias 

com alimentação de 82,0 mL de extrato de soja em diferentes concentrações iniciais de 

proteínas da soja, a fim de verificar o efeito da concentração da alimentação na adsorção e 

precipitação de proteínas em Sepharose-TREN. Inicialmente, estudaram-se as seguintes 

proporções (%, v/v) extrato de soja/tampão: 50/50 (1,33 mg de proteínas totais/mL) e 45/55 

(1,09 mg de proteínas totais/mL). Os resultados obtidos estão apresentados nas Figura 4-14 

e Figura 4-15. A Tabela 4-5 apresenta os balanços de massa em termos de proteínas totais 

das cromatografias. Monitoraram-se os valores de pH e condutividade de cada fração 

coletada nas cromatografias, a fim de verificar o efeito e a variação destes fatores na 

precipitação de proteínas no interior da coluna de Sepharose-TREN. Estes resultados estão 

apresentados na Tabela A.1 (Apêndice A), e não houve grande variação de pH e 

condutividade ao longo do processo cromatográfico para ambas concentrações iniciais. 
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                                                                                (a) 

 

     (b) 

  

Figura 4-14. (a) Perfil cromatográfico de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-TREN, a partir de 
extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 
mL. (A) alimentação: 82,0 mL de extrato de soja na concentração de 1,33 mg/mL; (L) “Pool” de 40,0 mL das 
frações de lavagem em MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) “Pool” de 30,0 mL das frações de eluição em MES 25 
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) “Pool” de 36,0 mL das frações de regeneração em NaOH 50 mmol/L. 
(b) Fotografia das frações 17 a 41 “flowthrough” e das frações 42 a 44 da lavagem.  
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                                                                             (a) 

 

(b) 

 
Figura 4-15. (a) Perfil cromatográfico de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-TREN, a partir de 
extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 
mL. (A) alimentação: 82,0 mL de extrato de soja na concentração de 1,09 mg/mL; (L) “Pool” de 50,0 mL das 
frações de lavagem em MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) “Pool” de 40,0 mL das frações de eluição em MES 25 
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) “Pool” de 52,0 mL das frações de regeneração em NaOH 50 mmol/L. 
(b) Fotografia das frações 14 a 41 “flowthrough”.  

 
Tabela 4-5. Balanços de massa de proteínas totais das cromatografias realizadas com extrato de soja em MES 
25 mmol/L pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L NaCl no tampão de adsorção, nas concentrações 
iniciais de 1,33 e 1,09 mg/mL. 

Etapas 
1,33 mg/mL 1,09 mg/mL    

PTa(mg) PTb(%) PTa(mg) PTb(%) 

Amostra inicial 109,41 100,0 89,64 100,0 

“Flowthrough” 36,92 33,7 17,64 19,7 

Lavagem 20,25 18,5 4,77 5,3 

Eluição 44,78 40,9 44,77 49,9 

Regeneração 21,93 20,0 22,75 25,4 

Recuperação 123,87 113,2 89,93 100,3 

Proteínas totais adsorvidas 66,71 60,9 67,52 75,3 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
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De acordo com as fotografias apresentadas na Figura 4-14-b, pode-se observar que 

ocorreu precipitação durante a cromatografia realizada com alimentação na concentração de 

1,33 mg/mL (50% de extrato/50% de tampão), a partir da fração 20. Na cromatografia 

realizada na concentração de alimentação de 1,09 mg/mL (45% de extrato/55% de tampão) 

não houve precipitação (fotografias apresentadas na Figura 4-15-b). Logo, a concentração 

de proteínas totais do extrato de soja alimentado na coluna influencia na precipitação de 

proteínas no decorrer do processo cromatográfico, uma vez que em concentrações menores 

não houve precipitação. Possivelmente ao alimentar a coluna com menor concentração de 

proteínas totais, o tempo para alcançar a saturação dos sítios do gel Sepharose-TREN seja 

maior, evitando, dessa forma, a interação proteína-proteína e a precipitação das mesmas.   

A condição mais apropriada para a realização de “spiking” com as proteínas IgG 

humana, HSA, BSA, aprotinina e lisozima seria a de 45% de extrato/55% de tampão. 

Entretanto, por medidas de segurança, para evitar a precipitação de proteínas após a adição 

de IgG, realizou-se o “spiking” com 82,0 mL de extrato em uma condição mais diluída 

(40% de extrato/60% de tampão). 

 

4.2.3.3. Efeito da presença de IgG no extrato de soja 

Realizou-se o “spiking” adicionando-se 820 µL de IgG humana (50 mg/mL), tendo-

se a concentração final de proteínas totais de 1,26 mg/mL, e concentração final de IgG de 

0,5 mg/mL. O resultado obtido está apresentado na Figura 4-16 e a Tabela 4-6 apresenta os 

balanços de massa em termos de proteínas totais e IgG da cromatografia. 
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                                                        (a) 

 
(b) 

 

 
(c) 

 
Figura 4-16. (a) Perfil cromatográfico de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG humana em 
Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 
mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 82,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 820 µL de 
IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de IgG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L 
pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L. (b) 
Fotografia das frações 15 a 42 “flowthrough”. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições 
desnaturantes e não-redutoras: (c) gel a 7,5%; (d) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 15) frações 
“flowthrough”; (L) “pool” das frações 43 a 45 da lavagem; (E) “pool” das frações 67 a 74 da eluição e (R) 
“pool” das frações 100 a 102 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de 
IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 

(d) 
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Tabela 4-6. Balanços de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia negativa em Sepharose-TREN 
realizada com extrato de soja com “spiking” de IgG humana em MES 25 mmol/L pH 6,5 e dessorção por 
acréscimo de 1,0 mol/L NaCl no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 103,62 100,0 40,75 100,0 39,3 1,00 

“Flowthrough” 

 (frações 3 - 7) 
1,14 1,1 1,39 3,4 121,9 3,10 

“Flowthrough”  

(frações 8 - 15) 
45,27 43,7 20,81 51,1 45,9 1,17 

Lavagem 14,00 13,5 1,57 3,8 11,2 0,28 

Eluição 38,00 36,7 15,65 38,4 41,2 1,05 

Regeneração 23,56 22,7 - - - - 

Recuperação 121,97 117,7 39,41 96,7 - - 

Proteínas adsorvidas 61,56 59,4 15,65 38,4 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 5,0 mL. 

 

 De acordo com a fotografia apresentada na Figura 4-16-b, pode-se observar que não 

ocorreu precipitação durante a cromatografia realizada com alimentação na concentração de 

1,26 mg/mL (40% de extrato/60% de tampão), onde 0,5 mg/mL correspondia a IgG. Pode-

se observar ainda na Figura 4-16 (c e d) que, eletroforeticamente, houve a purificação de 

IgG nas frações 3 a 7 “flowthrough”, fato este, confirmado através da análise nefelométrica, 

(Tabela 4-6), que indica alto grau de pureza de IgG destas frações. 

A pureza obtida com valor maior a 100% para IgG na etapa “flowthrough” pode ser 

explicada pelas diferenças nos métodos de quantificação de proteínas, pois para quantificar 

proteínas totais utilizou-se o método de BRADFORD (1976), que subestima a concentração 

de IgG nestas frações, uma vez que elas estão com grau de pureza elevado. O método de 

Bradford apresenta grande variação de resposta, dependendo da proteína dosada 

(HAMMOND e KRUGER, 1988). O método nefelométrico utilizado para a quantificação 

de IgG, é altamente específico, pois as interações ocorridas para a quantificação de 
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proteínas são do tipo antígeno-anticorpo, assim, tem-se a quantidade de IgG real na 

amostra. 

Uma vez determinadas as condições experimentais que evita precipitação (40% de 

extrato de soja/60% de tampão) favorecendo maior capacidade de adsorção das proteínas 

nativas de soja (vazão de 0,5 mL/min), realizou-se uma cromatografia com 10,0 mL de 

extrato de soja com “spiking” de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL) em um leito de 5,0 

mL. Os resultados obtidos estão apresentados na Figura 4-17 e na Tabela 4-7. 

 

 

Figura 4-17. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG 
humana em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” 
de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de IgG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: 
MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 
mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) 
gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) frações “flowthrough”; (L) “pool” das frações 7 a 10 da 
lavagem; (E) “pool” das frações 25 a 27 da eluição e (R) “pool” das frações 46 a 48 da regeneração; (HMW) 
marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 
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Tabela 4-7. Balanços de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia negativa em Sepharose-TREN 
realizada com alimentação de 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de IgG humana em MES 25 mmol/L 
pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L NaCl no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 15,12 100,0 4,78 100,0 31,6 1,00 

“Flowthrough” 0,36 2,4 0,34 7,1 94,4 2,99 

Lavagem 1,31 8,7 1,37 28,7 104,6 3,31 

Eluição 5,01 33,1 2,19 45,8 43,7 1,38 

Regeneração 7,67 50,7 - - - - 

Recuperação 14,35 94,9 3,90 81,6 - - 

Proteínas adsorvidas 12,68 83,8 2,19 45,8 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
  

 Confirmando experimentos anteriores nestas condições, porém em menor leito (2,0 

mL), os resultados mostram que é possível utilizar esta condição para purificação de IgG 

humana na forma de “spiking” em extrato de soja por cromatografia negativa, atingindo-se 

elevado teor de pureza.  

Como a IgG humana possui uma faixa ampla de pI (de 5,8 a 9,0), observa-se, pelo 

balanço de massa, que 35,8% da IgG existente na amostra inicial foi detectada nas frações 

não retidas (etapas “flowthrough” e lavagem), enquanto que 45,8% foi adsorvida (sendo 

encontrada na fração retida). Resultado similar a este foi observado por BRESOLIN et al. 

(2009a) trabalho no qual foi detectada a presença de moléculas de IgG com pI entre 5,8 e 

7,3 nas frações retidas e IgG com pI de 6,3 a 9,0 nas frações não-retidas, quando os autores 

utilizaram soro humano diluído como alimentação. Cerca de 75% da IgG alimentada foi 

obtida nas frações não-retidas quando um leito de 3,0 mL de Sepharose-TREN foi utilizado 

pelos autores. 

Os resultados aqui apresentados corroboram os resultados de BRESOLIN et al. 

(2009), indicando que, ao se utilizar uma proteína de ampla faixa de pI, como é o caso da 

IgG, na condição tamponante estudada (MES 25 mmol/L, pH 6,5), o TREN interage com 

proteínas carregadas negativamente através de interações eletrostáticas. Para se comprovar 
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esta hipótese, realizaram experimentos adicionando-se artificialmente (“spiking”) proteínas 

que apresentam valores de pI pontuais, sejam ácidos (HSA e BSA) ou alcalinos (lisozima e 

aprotinina). 

 

4.2.4. Efeito da presença de proteínas de baixo valor de pI no extrato de soja: 

“Spiking” de HSA e BSA 

Mediante os resultados obtidos com “spiking” de uma proteína de ampla faixa de pI 

(IgG humana) em extrato de soja, avaliou-se o o perfil de adsorção de proteínas de baixo 

valor de pI em Sepharose-TREN, realizando dois experimentos cromatográficos com a 

alimentação de 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 µL de BSA a 50 mg/mL, 

(concentração de BSA no extrato de 0,5 mg/mL) e 10,0 mL de extrato de soja com 

“spiking” de 100 µL de HSA a 50 mg/mL (concentração de HSA no extrato de 0,5 

mg/mL). 

Ambas proteínas possuem pI ácidos, sendo 4,8 e 4,4 para BSA e HSA, 

respectivamente. Uma vez que se acredita que a interação envolvida seja de natureza 

eletrostática ou iônica, espera-se que estas sejam adsorvidas no valor de pH trabalhado 

(MES 25 mmol/L pH 6,5). Nesta condição, a matriz encontra-se carregada positivamente e 

as proteínas da soja e as proteínas alvo (possuem pI abaixo do pH trabalhado) encontram-se 

carregadas negativamente. Os resultados obtidos estão apresentados nas Figura 4-18 e 4-19 

e Tabela 4-8 e 4-9. 
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Figura 4-18. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de 
albumina de soro bovino (BSA) em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de 
extrato de soja com “spiking” de 100 µL de BSA (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de BSA de 0,5 
mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) 
regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 9 a 12 da 
lavagem; (E) “pool” das frações 20 a 24 da eluição e (R) fração 33 da regeneração; (HMW) marcador de alta 
massa molecular; (M) marcador de BSA; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 

 

Tabela 4-8. Balanço de massa de proteínas totais da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com 
“spiking” de BSA em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no tampão 
de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) 

Amostra inicial 15,70 100,0 

“Flowthrough” 0,09 0,6 

Lavagem 0,60 3,8 

Eluição 14,39 91,7 

Regeneração 1,36 8,7 

Recuperação 16,44 104,7 

Proteínas totais adsorvidas 15,75 100,3 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
Volume do leito: 5,0 mL.   
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Figura 4-19. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de 
albumina de soro humano (HSA) em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de 
extrato de soja com “spiking” de 100 µL de HSA (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de HSA de 0,5 
mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) 
regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 8 e 9 da 
lavagem; (E) “pool” das frações 19 a 22 da eluição e (R) “pool” das frações 33 a 35 da regeneração; (HMW) 
marcador de alta massa molecular; (M) marcador de HSA; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 

 

Tabela 4-9. Balanço de massa de proteínas totais e de albumina da cromatografia em Sepharose-TREN 
realizadas com “spiking” de HSA em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L de 
NaCl no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) HSAc(mg) HSAd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 15,32 100,0 4,00 100,0 26,1 1,00 

“Flowthrough” 0,03 0,2 0,04 1,0 133,3 5,11 

Lavagem 0,18 1,2 0,04 1,0 22,2 0,85 

Eluição 11,47 74,9 3,92 98,0 34,2 1,31 

Regeneração 4,08 26,6 - - - - 

Recuperação 15,77 10,3 4,00 100,0 - - 

Proteínas adsorvidas 15,56 100,1 3,92 98,0 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c HSA: Massa de albumina de soro humano determinada por nefelometria. 
d Massa de albumina em cada etapa dividida pela massa de albumina alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de albumina dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
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De acordo com os resultados qualitativos das eletroforeses das Figuras 4-18 e 4-19, 

toda albumina alimentada em ambas cromatografias permaneceu adsorvida na matriz 

Sepharose-TREN. Dados de nefelometria para a determinação da HSA (Tabela 4-9) 

indicam que 98% da HSA alimentada permaneceu adsorvida. 

Como a HSA é a maior constituinte do soro humano (representa entre 60 a 75% das 

proteínas totais, segundo ANDRADE e HLADY, 1987), BEAUCHEMIN e colaboradores 

(2007), utilizando análises espectroscópicas (infravermelho com transformada de Fourier – 

FT-IR, UV-visível e dicroísmo circular), determinaram a forma de ligação e os efeitos da 

complexação de três diferentes poliaminas em solução (espermina, espermidina e 

putrescina) na estabilidade e na estrutura secundária de HSA. Por meio de análises 

estruturais, os mesmos autores concluíram que a ligação existente entre as poliaminas e a 

HSA é de caráter não-específica (do tipo ligação de hidrogênio) via grupos polares dos 

polipeptídeos apresentando constantes de associação da ordem de 102 a 103 (mol/L)-1. 

 

4.2.5. Efeito da presença de proteínas de alto valor de pI no extrato de soja 

Visando complementar os resultados obtidos com “spiking” de uma proteína de 

ampla faixa de pI (IgG humana) e de proteínas de baixo valor de pI (HSA e BSA) em 

extrato de soja, avaliou-se o perfil de adsorção de proteínas de alto valor de pI em 

Sepharose-TREN, como é caso da aprotinina e da lisozima. 

 

4.2.5.1. “Spiking” com aprotinina 

Na condição tamponante utilizada (MES 25 mmol/L pH 6,5), tanto a matriz como a 

aprotinina se encontram carregadas positivamente, indicando, provavelmente, que a 

aprotinina não seja adsorvida. Realizou-se cromatografia com 10,0 mL de extrato de soja 

com “spiking” de 1000 µL de aprotinina (5,0 mg/mL), perfazendo uma concentração de 

aprotinina de 0,5 mg/mL. Utilizou-se aprotinina comercial, que possui pI de 10,5, cujo 

resultado obtido está apresentado na Figura 4-20 e Tabela 4-10. 
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Figura 4-20. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de 
aprotinina em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 
mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de extrato de soja com 
“spiking” de 1000 µL de aprotinina (5,0 mg/mL), perfazendo uma concentração de aprotinina de 0,5 mg/mL; 
(L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) 
regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (Ex) extrato puro; (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 
7 a 11 da lavagem; (E) “pool” das frações 24 a 28 da eluição e (R) “pool” das frações 47 e 48 da regeneração; 
(HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular; (M) marcador de 
aprotinina.  

 

Tabela 4-10. Balanço de massa de proteínas totais da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com 
“spiking” de aprotinina em MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no 
tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) 

Amostra inicial 14,74 100,0 

“Flowthrough” 0,35 2,4 

Lavagem 2,29 15,5 

Eluição 8,45 57,3 

Regeneração 2,58 17,5 

Recuperação 13,67 92,7 

Proteínas totais adsorvidas 11,03 74,8 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
Volume do leito: 5,0 mL.  

 

 

x x 
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De acordo com os resultados apresentados na eletroforese da Figura 4-20b, pode-se 

observar que recuperou-se aprotinina (adicionada artificialmente no extrato de soja) com 

pureza eletroforeticamente similiar a aprotinina comercial (marcador de aprotinina, faixa 

M). Entretanto, observa-se banda de massa molecular equivalente a aprotinina na etapa de 

eluição, indicando que, possivelmente, parte da aprotinina alimentada foi adsorvida. 

Realizou-se uma cromatografia nas mesmas condições, porém com alimentação de 

10,0 mL de solução de aprotinina comercial em MES 25 mmol/L, pH 6,5 na concentração 

de 0,5 mg/mL (sem extrato de soja) para se confirmar a existência de aprotinina na etapa de 

eluição. Os resultados estão apresentados na Figura 4-22 e Tabela 4-11. 

 
Figura 4-21. Perfil cromatográfico de adsorção de aprotinina em Sepharose-TREN em MES 25 mmol/L, pH 
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de 
solução de aprotinina 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 
1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L.  
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Tabela 4-11. Balanço de massa da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com aprotinina pura em: 
MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) 

Amostra inicial 5,00 100,0 

“Flowthrough” 1,93 38,6 

Lavagem 2,26 45,2 

Eluição 1,00 20,0 

Regeneração 0,64 12,8 

Recuperação 5,83 116,6 

Proteínas totais adsorvidas 1,64 32,8 
a Proteína Total: Massa determinada por meio de absorbância a 226 nm. 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
Volume do leito: 5,0 mL.   
 
 Como observado no cromatograma da Figura 4-21, houve um pico na etapa de 

eluição, confirmando assim que parte da aprotinina permaneceu adsorvida na matriz 

Sepharose-TREN. De acordo com o balanço de massa da Tabela 4-11, 20% da aprotinina 

alimentada no processo foi detectada na etapa de eluição. Esperava-se que toda a aprotinina 

fosse detectada na lavagem, acreditando-se que as interações entre a proteína e o adsorvente 

fossem de natureza eletrostática. 

Visando esclarecer se ocorreu algum tipo de saturação da coluna devido a adsorção 

de parte da aprotinina em Sepharose-TREN, as frações 3 a 10 do experimento da Figura 

4-21 foram agrupadas e concentradas em Centricon YM-3 (membrana de celulose 

regenerada com massa molecular de corte de 3 kDa, Millipore, EUA) até a concentração de 

0,5 mg/mL. Esta nova solução foi realimentada na coluna de Sepharose-TREN por meio de 

um novo experimento cromatográfico, cujos resultados estão apresentados na Figura 4-22 e  

o balanço de massa na Tabela 4-12. 
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Figura 4-22. Perfil cromatográfico de adsorção de aprotinina em Sepharose-TREN em MES 25 mmol/L, pH 
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de 
solução de aprotinina 0,5 mg/mL proveniente da etapa de lavagem da purificação de aprotinina após previa 
concentração das proteínas em Centricon; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição MES 25 
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L.  

 

Tabela 4-12. Balanço de massa da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com aprotinina pura 
reprocessada em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no tampão de 
adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) 

Amostra inicial 5,64 100,0 

“Flowthrough” 2,16 38,3 

Lavagem 3,25 57,6 

Eluição 0,92 16,3 

Regeneração 0,33 5,8 

Recuperação 6,66 118,1 

Proteínas totais adsorvidas 1,25 22,1 
a Proteína Total: Massa determinada por meio de absorbância a 226 nm. 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
 
 O perfil cromatográfico para o experimento realizado com aprotinina 

recromatografada se mostrou muito semelhante ao realizado com aprotinina comercial 

(Figura 4-21). De acordo com o balanço de massa da Tabela 4-12, 16,3% da aprotinina 

alimentada permaneceu adsorvida mesmo após previa purificação (reprocessamento). As 

interações predominantes entre o adsorvente e a proteína são de natureza eletrostática, pois 
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a maior parte da aprotinina foi detectada na etapa de lavagem. A matriz, com ponto de 

carga nula em torno de 10,5, encontrava-se carregada positivamente na condição de 

trabalho (MES 25 mmol/L pH 6,5) e a aprotinina também carregada positivamente (pI 

10,5). Provavelmente outros tipos de interações estejam envolvidas na adsorção de 

proteínas em Sepharose-TREN pelo fato de parte da aprotinina ter permanecido adsorvida 

na matriz, mesmo após o reprocessamento da aprotinina, já previamente purificada por 

cromatografia negativa. 

Com o intuito de verificar o motivo da adsorção de parte da aprotinina em 

Sepharose-TREN, realizaram-se análises de espectrometria de massas (Apêndice B) com 

amostras da alimentação e dos picos de lavagem (“pool” das frações) e eluição (“pool” das 

frações) da cromatografia. Nas amostras de alimentação e do pico de lavagem foram 

detectadas moléculas apresentando massa molecular próxima à da aprotinina, enquanto que 

na amostra do pico de eluição constatou-se a presença de um peptídeo (Arg – Pro – Asp – 

Phe – Cys) oriundo, provavelmente, da hidrólise ácida da aprotinina pelo N-terminal. 

As poliaminas são moléculas essenciais de natureza policatiônica presentes tanto em 

seres eucariontes como em procariontes (WANG et al., 2003). Ao se considerar que o 

ligante TREN é uma poliamina ramificada, e que poliaminas possuem afinidade por 

peptídeos ácidos (LEROY et al., 1997), pode ter ocorrido uma interação de afinidade entre 

o peptídeo Arg – Pro – Asp – Phe – Cys e o TREN, que ocasionou uma mudança 

conformacional na aprotitinia e, consequentemente, sua hidrólise ácida. 

  

4.2.5.2. “Spiking” com lisozima 

Outra proteína de alto valor de pI utilizada neste trabalho foi a lisozima (pI de 11,3). 

Visando avaliar se as interações que predominam entre o adsorvente Sepharose-TREN e 

proteínas de alto pI são de natureza eletrostática, procedeu-se a adição artificial (“spiking”) 

de 100 µL de lisozima (50 mg/mL) em 10,0 mL de extrato de soja. Ao se realizar o 

“spiking” observou-se precipitação no extrato. Esta precipitação pode ter ocorrido devido a 

presença de interações hidrofóbicas. CHEN et al., (2007) relataram que moléculas de sais 

presentes em soluções contendo lisozima contribuem para a ocorrência de interação 

hidrofóbica, diminuindo a atração eletrostática entre a lisozima e resinas de troca catiônica. 
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Em nosso caso, entretanto, pode ter ocorrido interação hidrofóbica entre as proteínas da 

soja e a lisozima ocasionando a precipitação. 

Uma vez que não foi possível realizar o experimento com o “spiking” de lisozima 

em extrato de soja, alimendou-se em Sepharose-TREN 10,0 mL de uma solução de 

lisozima comercial (0,5 mg/mL) em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Os resultados estão 

apresentados na Figura 4-23, enquanto na Tabela 4-13 está apresentado o balanço de massa 

e o balanço de atividade. 

 

 
Figura 4-23. Perfil cromatográfico de adsorção de lisozima em Sepharose-TREN em MES 25 mmol/L, pH 
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de 
solução de lisozima 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 
1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L.  
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Tabela 4-13. Balanço de massa e de atividade da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com lisozima 
pura em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) Vol.c(mL) ATd(U/mL) ATe(U) ATf(%) 

Amostra inicial 5,04 100,0 10,0 10711,1 107111 100,0 

“Flowthrough”  1,54 30,6 4,0 7473,7 29895 27,9 

Lavagem  3,13 62,1 10,0 7000,0 70000 65,3 

Eluição  0,12 2,4 2,0 411,0 822 0,8 

Regeneração 0,00 0,0 - - - - 

Recuperação 4,79 95,1 - - 100717 94,0 

Proteínas adsorvidas 0,12 2,4 - - 822 0,8 
a Proteína Total: Massa determinada por meio de absorbância a 280 nm. 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Volume utilizado de cada etapa para medida de atividade. 
d Atividade da lisozima por mL de solução de cada etapa (método de Shugar, 1952). 
e Atividade da lisozima: atividade/mL x volume de cada etapa. 
f Atividade da lisozima em cada etapa dividida pela atividade da lisozima alimentada no processo x 100. 
Volume do leito: 5,0 mL.   

 

 
De acordo com dados da Tabela 4-13, houve a recuperação de 93,2% da atividade 

total da lisozima nas frações não retidas (“flowthrough” e lavagem), correpondendo a 

92,7% de proteína total. Este resultado indica que, de fato, ocorreu uma predominância de 

interações eletrostáticas entre o ligante TREN e a lisozima devido a seu alto pI. 

Após a purificação de proteínas adicionadas artificialmente em extrato de soja com 

a matriz Sepharose-TREN que é uma poliamina que funciona como troca iônica, 

realizaram-se experimentos para comparação em Sepharose-TREN-Cu(II) e Sepharose-

TREN-Ni(II), uma vez que o TREN é um agente quelante em IMAC. O capítulo 4.3 

apresenta os resultados referentes às cromatografias em IMAC utilizando IgG humana 

adicionada artificialmente ao extrato de soja.  
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4.3. AGENTE QUELANTE TREN EM IMAC: EFEITO DOS QUELATOS TREN-

Ni(II) E TREN-Cu(II) NA PURIFICAÇÃO DE IgG HUMANA ADICIONADA 

(“SPIKING”) EM EXTRATO DE SOJA 

 O efeito de ligações de coordenação formadas entre íons metálicos cobre e níquel 

imobilizados e proteínas foi avaliado na purificação de IgG humana (“spiking”)  a partir de 

extrato de proteínas da soja. A IgG foi a proteína escolhida para os experimentos de IMAC 

por ser a mais complexa entre todas as proteínas estudadas neste trabalho, além dos vários 

trabalhos relativos a sua purificação por IMAC encontrados na literatura (HALE e 

BEIDLER, 1994; BODEN et al., 1995; YOSHIDA et al., 2001; VANÇAN et al., 2002; 

TISHCHENKO et al., 2002; TODOROVA-BALVAY et al., 2004; RIBEIRO et al., 

2008b).  A complexidade da proteína diz respeito ao seu tamanho, a faixa de amplo pI e 

disponibilidade de resíduos de histina acessíveis para a ligação de coordenação. Quanto às 

outras proteínas que não foram testadas em IMAC, espera-se que a aprotinina, que não 

possui histidina, não seja adsorvida em nenhuma das condições estudadas, o que 

favoreceria um IMAC negativo (AZZONI et al., 2002). A lisozima possui apenas um 

resíduo de histidina, o que permite sua adsorção em Cu(II) imobilizado (CHEN et al., 

1997). Por sua vez, a BSA e HSA seriam adsorvidas tanto em íons Cu(II) quanto em Ni(II), 

uma vez que ambas possuem 16 resíduos de histidinas (VANÇAN et al., 2002, SERPA et 

al., 2005; BRESOLIN, 2006; RIBEIRO et al., 2008b). 

 

4.3.1. Sepharose-TREN-Cu(II) 

 O íon metálico cobre foi quelatado ao agente quelante TREN por apresentar elevada 

capacidade de adsorção de proteínas em IMAC, pois, segundo SULKOWSKI (1989), a 

presença de, pelo menos, um resíduo de histidina disponível para a coordenação é 

suficiente para a retenção de proteínas em géis contendo o íon metálico cobre imobilizado. 

Realizaram-se três experimentos com a alimentação de 10,0 mL de extrato de soja contendo 

“spiking” de 100 �L de IgG humana (50 mg/mL), utilizando os tampões de adsorção Mops-

Acetato (MA) 25 mmol/L pH 7,0 contendo 1,0 mol/L NaCl, MES 25 mmol/L pH 6,5 

contendo 2 mmol/L de imidazol e MES 25 mmol/L pH 6,5.  
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O tampão MA com a eluição por gradiente descontínuo de pH para 4,0 foi utilizado 

por ter sido reportado por RIBEIRO (2006) como a melhor condição para purificação de 

IgG humana em Sepharose-TREN-Cu(II) e em membranas de PEVA (álcool polietileno 

vinílico)-TREN-Cu(II). Na Figura 4-24 e na Tabela 4-14 estão apresentados os resultados 

da cromatografia com o tampão MA, a eletroforese e o balanço de massa.  

 
Figura 4-24. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG 
humana em Sepharose-TREN-Cu(II) em MA 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. 
Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” 
de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de IgG de 0,5 mg/mL; Lavagem: MA 
25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 7,0; (E) eluição: MA 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 4,0; (R) regeneração: 
EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: 
(a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) frações “flowthrough”; (L) “pool” das 
frações 8 a 11 da lavagem; (E) “pool” das frações 27 a 30 da eluição e (R) “pool” das frações 41 a 43 da 
regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa 
massa molecular.  
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Tabela 4-14. Balanço de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Cu(II) 
realizadas em MA 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 7,0 e dessorção por abaixamento de pH (MA 25 mmol/L, 
1,0 mol/L NaCl, pH 4,0). 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 13,05 100,0 5,00 100,0 38,3 1,00 

“Flowthrough” 0,02 0,1 n.d. - - - 

Lavagem 1,55 11,9 n.d. - - - 

Eluição 9,58 73,4 4,20 84,0 43,8 1,15 

Regeneração 0,99 7,6 - - - - 

Recuperação 12,14 93,0 4,20 84,0 - - 

Proteínas totais adsorvidas 10,57 81,0 4,20 84,0 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
n.d.: abaixo do limite de detecção do aparelho (0,0093 mg/mL de IgG). 
Volume do leito: 5,0 mL. 
 

Os resultados apresentados na Tabela 4-14 e na Figura 4-24 mostram que a 

Sepharose-TREN-Cu(II) adsorveu a totalidade de IgG presente no “spiking”.  Entretanto, 

esta condição tamponante não apresentou seletividade para a purificação de IgG, visto que 

algumas proteínas da soja também foram adsorvidas (Figura 4-24).  

Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por RIBEIRO (2006), que 

utilizando o mesmo sistema tamponante para a purificação de IgG a partir do plasma 

humano, observou alta capacidade de adsorção de IgG do adsorvente PEVA-TREN-Cu(II). 

No entanto, a alta capacidade de adsorção foi associada à baixa seletividade (foi detectada a 

presença de albumina nas frações eluídas).  

Outro sistema tamponante avaliado para purificação de IgG foi o tampão MES 25 

mmol/L, pH 6,5, por ser apresentada como sendo a condição que proporcionou maior 

seletividade na purificação de IgG em “spiking” de extrato de soja por Sepharose-TREN 

(conforme resultados apresentados na Figura 4-17 e na Tabela 4-7). Entretanto, para tornar 

esta condição experimental mais próxima às condições clássicas de IMAC (GUTIERREZ 

et al., 2007; BRESOLIN et al. 2009b), acrescentou-se 2 mmol/L de imidazol no tampão de 

adsorção, e a eluição foi realizada com o agente competidor imidazol a 300 mmol/L, 
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mantendo-se o pH em 6,5. O imidazol é agente competitivo, proporcionando, dependendo 

da concentração no meio, a dessorção das proteínas complexadas, evitando condições de 

baixo pH na eluição (WONG et al., 1991). Os resultados encontram-se na Figura 4-25 e 

Tabela 4-15. 

 

Figura 4-25. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG 
humana em Sepharose-TREN-Cu(II), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de 
extrato de soja com “spiking” de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de IgG 
de 0,5 mg/mL; Lavagem: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5; (E) eluição: MES 25 mmol/L, 300  
mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneração: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras 
em condições desnaturantes e não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (4 a 
6) frações “flowthrough”; (L) “pool” das frações 8 a 10 da lavagem; (21 a 23) frações da eluição e (R) “pool” 
das frações 34 a 36 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; 
(LMW) marcador de baixa massa molecular.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IgG 
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Tabela 4-15. Balanço de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Cu(II) 
realizadas em: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 300 mmol/L de 
imidazol no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 16,26 100,0 4,81 100,0 29,6 1,00 

“Flowthrough” 0,12 0,7 0,10 2,0 83,3 2,81 

Lavagem 0,59 3,6 0,37 7,7 62,7 2,12 

Eluição 6,39 39,3 3,83 79,6 59,9 2,03 

Regeneração 6,98 42,9 - - - - 

Recuperação 14,08 86,6 4,30 89,3 - - 

Proteínas adsorvidas 13,37 82,2 3,83 79,6 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 5,0 mL. 

 
Observa-se que foi possível a purificação de IgG do “spiking” de extrato de soja por 

cromatografia de afinidade IMAC negativa. Porém, de acordo com a Tabela 4-15, pequena 

quantidade da IgG inicialmente alimentada na coluna foi purificada (9,7%) e a pureza 

obtida das frações “flowthrough” e lavagem foram de 83,3 e 62,7%, respectivamente. Este 

fato também pode ser visualizado na eletroforese da Figura 4-25a, na qual se observa traços 

(bandas leves) de proteínas nas etapas “flowthrough” e lavagem de massa molecular em 

torno de 45 kDa.  

Para realizar uma análise comparativa e avaliar a influência da presença do imidazol 

no tampão de adsorção, realizou-se um experimento sem a presença do imidazol no tampão 

de equilíbrio (MES 25 mmol/L, pH 6,5), mantendo, contudo, a eluição com gradiente 

descontínuo de imidazol (Figura 4-26 e Tabela 4-16). 
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Figura 4-26. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG 
humana em Sepharose-TREN-Cu(II), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do 
leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de extrato de soja 
com “spiking” de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de IgG de 0,5 mg/mL; 
(L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição: MES 25 mmol/L, 300 mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) 
regeneração: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e 
não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) frações “flowthrough”; (L) 
“pool” das frações 9 e 10 da lavagem; (E) “pool” das frações 16 a 20 da eluição e (R) “pool” das frações 32 a 
34 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de 
baixa massa molecular. 

 

Tabela 4-16. Balanço de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Cu(II) 
realizadas em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 300 mmol/L de imidazol no tampão de 
adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 13,20 100,0 4,60 100,0 34,8 1,00 

“Flowthrough” 0,07 0,5 0,04 0,9 57,1 1,64 

Lavagem 0,33 2,5 0,12 2,6 36,4 1,04 

Eluição 6,19 46,9 3,80 82,6 61,4 1,76 

Regeneração 4,30 32,6 - - - - 

Recuperação 10,89 82,5 3,96 86,1 - - 

Proteínas adsorvidas 10,49 79,5 3,80 82,6 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
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 De acordo com os resultados apresentados na Figura 4-26 e Tabela 4-16, a ausência 

do imidazol no tampão de adsorção não influenciou o processo de adsorção de proteínas em 

Sepharose-TREN-Cu(II), uma vez que apenas 3,5% das proteínas alimentadas não foram 

adsorvidas enquanto que 4,3% das proteínas não foram adsorvidas quando o imidazol fazia 

parte da constituição do tampão de adsorção. 

  

4.3.2. Sepharose-TREN-Ni(II) 

O íon metálico níquel foi quelatado ao agente quelante TREN por apresentar, de 

modo geral, maior seletividade na adsorção de proteínas em IMAC. Segundo 

SULKOWSKI (1989), a presença de dois resíduos de histidina disponíveis para a 

coordenação é requerida para a retenção de proteínas em géis contendo o íon metálico 

níquel imobilizado. As condições utilizadas para realização da cromatografia em 

Sepharose-TREN-Ni(II) foram similares àquelas utilizadas na cromatografia negativa em 

Sepharose-TREN, com alimentação de 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 

µL de IgG humana (50 mg/mL) em MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5; MES 25 

mmol/L, pH 6,5 e MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5. Incluiu-

se NaCl nos tampões de adsorção e eluição visando a predominância de formação de 

ligações de coordenação, minimizando a ocorrência de interações eletrostáticas (PORATH, 

1975). A etapa de eluição foi feita acrescentando-se um agente competidor (300 mmol/L de 

imidazol), nas três cromatografias. Nas Figuras 4-27 a 4-29 e Tabelas 4-17 a 4-19 

encontram-se os resultados destes experimentos. 
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Figura 4-27. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG 
humana em Sepharose-TREN-Ni(II), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de 
extrato de soja com “spiking” de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de IgG 
de 0,5 mg/mL; Lavagem: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5; (E) eluição: MES 25 mmol/L, 300 
mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneração: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras 
em condições desnaturantes e não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 
6) frações “flowthrough”; (L) “pool” das frações 7 a 10 da lavagem; (E) “pool” das frações 22 a 25 da eluição 
e (R) “pool” das frações 39 a 41 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de 
IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular.  

 

Tabela 4-17. Balanço de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Ni(II) 
realizadas em: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 300 mmol/L de 
imidazol no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 13,59 100,0 5,00 100,0 36,8 1,00 

“Flowthrough” 0,27 2,0 0,30 6,1 111,1 3,02 

Lavagem 1,11 8,2 1,02 20,5 91,9 2,50 

Eluição 6,40 47,1 2,84 56,8 44,4 1,21 

Regeneração 3,24 23,8 - - - - 

Recuperação 11,02 81,1 4,16 83,4 - - 

Proteínas totais adsorvidas 9,64 70,9 2,84 56,8 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
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Figura 4-28. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG 
humana em Sepharose-TREN-Ni(II), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do 
leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de extrato de soja 
com “spiking” de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de IgG de 0,5 mg/mL; 
(L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição: MES 25 mmol/L, 300 mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) 
regeneração: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e 
não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) frações “flowthrough”; (L) 
“pool” das frações 8 e 9 da lavagem; (E) “pool” das frações 17 a 20 da eluição e (R) “pool” das frações 31 a 
32 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de 
baixa massa molecular. 
 

Tabela 4-18. Balanço de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Ni(II) 
realizadas em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 300 mmol/L de imidazol no tampão de 
adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 13,51 100,0 4,80 100,0 35,5 1,00 

“Flowthrough” 0,27 2,0 0,28 5,8 103,7 2,92 

Lavagem 0,77 5,7 0,84 17,5 109,1 3,07 

Eluição 6,84 50,6 3,00 62,5 43,8 1,23 

Regeneração 3,53 26,1 - - - - 

Recuperação 11,41 84,4 4,12 85,8 - - 

Proteínas adsorvidas 10,37 76,7 3,00 62,5 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
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Figura 4-29. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG 
humana em Sepharose-TREN-Ni(II), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 2 
mmol/L imidazol, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) 
alimentação: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo 
uma concentração de IgG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 2 mmol/L imidazol, 
pH 6,5; (E) eluição: MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 300 mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneração: 
EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: 
(a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) frações “flowthrough”; (L) “pool” das 
frações 7 a 10 da lavagem; (E) “pool” das frações 19 e 20 da eluição e (R) “pool” das frações 26 e 27 da 
regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa 
massa molecular.  

 

Tabela 4-19. Balanço de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Ni(II) 
realizadas em: MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 
300 mmol/L de imidazol no tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 13,11 100,0 5,00 100,0 38,1 1,00 

“Flowthrough” 2,94 22,4 1,25 25,0 42,5 1,11 

Lavagem 9,80 74,8 3,32 66,4 33,9 0,89 

Eluição 1,06 8,1 0,05 0,1 4,7 0,12 

Regeneração 0,08 0,6 - - - - 

Recuperação 13,88 105,9 4,62 92,5 - - 

Proteínas totais adsorvidas 1,15 8,8 0,05 0,1 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
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 Como observado na Figura 4-27, em tampão de adsorção na ausência de NaCl 

alimentando-se a coluna com extrato de soja com “spiking” de IgG humana (0,5 mg/mL), 

verificou-se que a IgG recuperada nas etapas “flowthrough” e lavagem (26,6% da IgG 

alimentada) é de elevada pureza. A IgG foi purificada por cromatografia negativa em 

IMAC, apesar de quase 57% de IgG permanecer adsorvida (sendo recuperada com 

impurezas do extrato de soja, contudo com fator de purificação de 1,21). Em relação à 

cromatografia utilzando Sepharose-TREN sem metal, o método de IMAC é mais complexo 

e demanda mais tempo de operação. Além destes aspectos, dependendo das condições 

operacionais utilizadas (tampão, pH, vazão, etc) pode ocorrer o desprendimento de metal 

durante a cromatografia, o que acarreta a inclusão de mais etapas na purificação da proteína 

de interesse.  

 De acordo com os resultados apresentados na Figura 4-28 e Tabela 4-18, a ausência 

do imidazol no tampão não apresentou grande influência no processo de adsorção de 

proteínas em Sepharose-TREN-Ni(II), uma vez que 23,3% das proteínas alimentadas não 

foram adsorvidas, enquanto que 26,6% das proteínas não foram adsorvidas quando o 

imidazol fazia parte da constituição do tampão de adsorção (Figura 4-27 e Tabela 4-17). 

 De acordo com os resultados apresentados nas eletroforeses da Figura 4-29, parte 

das proteínas da soja foi adsorvida, enquanto outras foram detectadas nas frações 

“flowthrough” e lavagem. Foram detectadas 91,4% da IgG alimentada nas etapas 

“flowthrough” e lavagem, porém a pureza destas frações foram de apenas 42,5 e 33,9% 

respectivamente. A adição de NaCl no tampão de adsorção visou a minimização de ligações 

eletrostáticas, fazendo com que ligações de coordenação prevalecessem. Contudo, a 

predominância destas ligações de coordenação fez com que essa condição não fosse 

favorável à purificação de IgG humana de “spiking” em extrato de soja. 

 O quelato TREN-Ni(II) imobilizado em membranas de PEVA foi utilizado para 

purificação de anticorpos monoclonais murinos do isotipo IgG1 por BRESOLIN (2006), em 

tampão Tris-HCl 50 mmol/L na presença e na ausência de NaCl, a partir de sobrenadante 

de cultura celular precipitado e dialisado. Em termos de capacidade de adsorção de 

proteínas totais, o autor mostrou que as capacidades de adsorção de PEVA-TREN-Ni(II) foi 

de 0,50 mg/g adsorvente em tampão contendo 1 mol/L de NaCl e 3,23 mg/g adsorvente 

quando utilizou-se o sistema tamponante sem sal. A adição de sal reprimiu principalmente 
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as interações entre o adsorvente (com carga líquida total positiva) e a albumina (com carga 

líquida negativa). Em contrapartida, a IgG1 monoclonal foi adsorvida, pois possui pI entre 

7,35 e 8,35 (SERPA, 2002), juntamente com alguns contaminantes, exceto a albumina.  

 RIBEIRO (2006) apresentou análise similar a de BRESOLIN (2006) visando a 

purificação de IgG a partir do plasma humano em PEVA-TREN-Ni(II). Segundo a autora, o 

tampão Tris-HCl, na ausência de sal, favoreceu maior adsorção de IgG na membrana, 

porém acompanhada de grande quantidade de albumina, demonstrando baixa seletividade 

para a purificação de IgG. O adsorvente encontra-se com carga geral positiva, enquanto a 

albumina (pI 4,8) e algumas moléculas de IgG (6,3 < pI < 9,0 ) apresentam carga negativa 

em pH 7,0.  O tampão Tris, na ausência de sal, favoreceu a adsorção de albumina e de 

IgGs, que se apresentam com carga líquida negativa em pH 7,0 devido às interações 

eletrostáticas. Quando o tampão Tris foi acrescido de NaCl, o adsorvente PEVA-TREN-

Ni(II) apresentou baixa capacidade de adsorção de IgG (8% da IgG adsorvida em tampão 

sem sal), porém maior seletividade e forte retenção. Neste caso, IgG foi detectada somente 

nas frações de regeneração, enquanto que albumina não foi detectada nas frações retidas, 

comprovando que a albumina interage eletrostaticamente com PEVA-TREN-Ni(II) quando 

em presença do tampão de baixa força iônica Tris-HCl (ausência de NaCl). 

 

4.3.2.1. Pontos isoelétricos das moléculas de IgG retidas e não retidas em Sepharose-

TREN-Ni(II) 

Como a IgG humana utilizada neste trabalho é policlonal e apresenta diferentes 

subclasses com valores de pI distintos, realizou-se eletroforese de focalização isoelétrica 

(IEF) para determinação dos pI das moléculas presentes nas frações retidas e não retidas da 

cromatografia visando a elucidação da contribuição de interações eletrostáticas entre a IgG 

e Sepharose-TREN-Ni(II). Para o experimento de IEF, fez-se necessária a realização de 

uma cromatografia com 1,0 mL de injeção de IgG policlonal comercial de alta pureza na 

concentração de 5,0 mg/mL em MES 25 mmol/L, pH 6,5 com eluição por acréscimo de 300 

mmol/L de imidazol em leito de 5,0 mL de Sepharose-TREN-Ni(II). Esta condição foi 

utilizada por ser a que proporcionou os melhores resultados de purificação de IgG humana 
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em “spiking” de extrato de soja em Sepharose-TREN-Ni(II). Os resultados estão 

apresentados na Figura 4-30 e Tabela 4-20. 

 
Figura 4-30. Perfil cromatográfico e eletroforese de focalização isoelétrica (IEF) de adsorção de IgG humana 
de alta pureza em Sepharose-TREN-Ni(II), em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 
0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 1,0 mL de IgG humana (5,0 mg/mL); (L) lavagem: 
MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição: MES 25 mmol/L, 300 mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneração: 
EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. IEF - Faixas: (M) marcador de ponto isoelétrico; (A) amostra inicial; (L) fração 4 
da lavagem; (E) fração 19 da eluição.  

 

Tabela 4-20. Balanço de massa da cromatografia em Sepharose-TREN-Ni(II) realizadas com IgG humana de 
alta pureza em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 300 mmol/L de imidazol no tampão de 
adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) 

Amostra inicial 5,06 100,0 

Lavagem 3,08 60,1 

Eluição 2,21 43,7 

Regeneração 0,15 2,9 

Recuperação 5,44 106,8 

Proteínas totais adsorvidas 2,36 46,6 
a Proteína Total: Massa determinada por meio de absorbância a 280 nm. 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
Volume do leito: 5,0 mL. 

 

As moléculas de IgG obtidas na etapa de lavagem apresentam valores de pI na faixa 

de aproximadamente 6,85 e 9,3, sendo, então, moléculas que encontram-se com carga 

líquida total positiva no pH trabalhado (6,5), indicando que as mesmas sofreram repulsão 
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eletrostática devido à carga positiva do adsorvente. Por sua vez, moléculas de IgG com 

cargas negativas, neutras e levemente positivas em pH 6,5, com valores de pI na faixa de 

aproximadamente 5,5 a 7,35, foram adsorvidas, indicando que, possivelmente, as interações 

dessas moléculas de IgG com o adsorvente sejam predominantemente de natureza 

eletrostática. 

O tampão MES, como se encontra em ausência de NaCl, pode possibilitar, além da 

formação de ligações de coordenação, a ocorrência de interações eletrostáticas entre 

proteína e metal imobilizado. O quelato TREN-Ni(II) em pH 6,5, encontra-se com carga 

líquida positiva, repelindo eletrostaticamente as proteínas de carga positiva e atraindo as de 

carga negativa, como demonstra a IEF apresentada.  

Resultados similares de focalização isoelétrica foram apresentados por BRESOLIN 

et al. (2009a), onde os autores utilizaram alimentação de IgG humana comercial (5,8 < pI < 

9,0) em agarose-TREN (sem íon metálico quelatado), em sistema tamponante idêntico ao 

utilizado neste experimento (MES 25 mmol/L, pH 6,5). Detectou-se na etapa de lavagem 

IgG com valores de pI entre 6,3 a 9,0, enquanto na eluição (acréscimo de 0,4 mol/L NaCl 

no tampão de lavagem) detectou-se IgG de menores valores de pI (5,8 – 7,3). 

Conclui-se, a partir destes resultados, que a presença do íon metálico não 

influenciou a purificação e a interação das moléculas IgG com a matriz cromatográfica. 

 

 

4.4. PURIFICAÇÃO DE IgG HUMANA ADICIONADA (“SPIKING”) EM 

EXTRATO DE SOJA POR CROMATOGRAFIA NEGATIVA: UTILIZAÇÃO DA 

RESINA DE TROCA IÔNICA SEPHAROSE-DEAE 

Utilizou-se o adsorvente Sepharose-DEAE (dietil aminoetil) como matriz de 

controle na purificação de IgG de “spiking” de extrato de soja, por ser um adsorvente 

clássico e largamente empregado como matriz de troca iônica e ter carga positiva como o 

TREN. O grupo funcional DEAE imobilizado em matriz celulose foi utilizado 

primeiramente por FAHEY e HORBETT (1959) para purificação de gama-globulinas por 

cromatografia de troca iônica. Por sua vez, LOWE et al. (1982), BIRD et al. (1984) e 

PERSSON (1987) utilizaram o gel DEAE-celulose em etapas de pré-purificação visando a 
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posterior separação de subclasses de IgG em colunas Sepharose contendo anticorpos 

monoclonais imobilizados. TANAKA e colaboradores (1998 e 2000) utilizaram Sepharose-

DEAE em um processo multietapas de purificação de IgG humana por cromatografia 

negativa, a partir das frações Cohn e de criossobrenadante. Por sua vez, SOUZA (2009) 

utilizou o gel Sepharose-DEAE como controle na purificação de IgG a partir do soro 

humano por cromatografia negativa em um processo de única etapa, comparando a 

seletividade e capacidade com aquelas obtidas em adsorvente contendo diferentes diaminas 

lineares imobilizadas em agarose. 

 

4.4.1. Adsorção de proteínas da soja em Sepharose-DEAE 

Realizou-se cromatografia com 10,0 mL de extrato de soja (sem “spiking”) na 

melhor condição encontrada para a adsorção das proteínas da soja em Sepharose-TREN 

(MES 25 mmol/L pH 6,5) em coluna com leito de 5,0 mL de Sepharose-DEAE,  a fim  de 

comparar os resultados obtidos nestas duas matrizes. Os resultados obtidos para Sepharose-

DEAE estão apresentados na Figura 4-31 e na Tabela 4-21. 

 
Figura 4-31. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-DEAE, a 
partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações 
coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de extrato de soja; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) 
eluição MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-
PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) 
amostra inicial; (L) “pool” das frações 8 e 9 da lavagem; (E) “pool” das frações 15 a 17 da eluição e (R) 
“pool” das frações 22 e 23 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de 
baixa massa molecular. 
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Tabela 4-21. Balanço de massa de proteínas totais da cromatografia em Sepharose-DEAE realizada com 
extrato de soja puro em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no tampão 
de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) 

Amostra inicial 11,51 100,0 

“Flowthrough” 0,07 0,6 

Lavagem 0,21 1,8 

Eluição 10,04 87,3 

Regeneração 0,29 2,5 

Recuperação 10,60 92,2 

Proteínas totais adsorvidas 10,33 89,8 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
Volume do leito: 5,0 mL. 
 

 De acordo com o balanço de massa apresentado na Tabela 4-21, apenas 2,4% das 

proteínas da soja foram detectadas nas frações de lavagem. As eletroforeses apresentadas 

na Figura 4-31 confirmam que esta matriz se apresentou favorável na adsorção de proteínas 

do extrato de soja e a indicam como candidata para a purificação de IgG de “spiking” em 

extrato de soja por cromatografia negativa. 

 

4.4.2. Purificação de IgG humana adicionada (“spiking”) em extrato de soja por 

cromatografia negativa em Sepharose-DEAE 

A partir dos resultados apresentados no item 4.4.1 realizou-se nova cromatografia 

em coluna contendo 5,0 mL de Sepharose-DEAE, alimentando-se 10,0 mL de extrato de 

soja com “spiking” de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentração 

de IgG de 0,5 mg/mL. Uma vez que Sepharose-DEAE é uma matriz aniônica e que se 

encontra carregada positivamente na condição trabalhada (MES 25 mmol/L pH 6,5), 

espera-se que as IgGs de pI superior a 6,5 (estarão carregadas positivamente) não sejam 

adsorvidas e sejam detectadas na etapa de lavagem. Os resultados obtidos estão 

apresentados na Figura 4-32 e Tabela 4-22. 
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Figura 4-32. Perfil cromatográfico e eletroforético de adsorção de proteínas da soja com “spiking” de IgG 
humana em Sepharose-DEAE, a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 
mL. Vazão: 0,5 mL/min. Frações coletadas: 2,0 mL. (A) alimentação: 10,0 mL de extrato de soja com 
“spiking” de 100 µL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentração de IgG de 0,5 mg/mL; (L) 
lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluição MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneração: 
NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condições desnaturantes e não-redutoras: (a) gel a 
7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das frações 16 a 18 da lavagem; (E) “pool” das 
frações 23 a 26 da eluição e (R) “pool” das frações 39 e 40 da regeneração; (HMW) marcador de alta massa 
molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular. 

 

Tabela 4-22. Balanço de massa de proteínas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-DEAE realizadas 
com “spiking” de IgG em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorção por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no 
tampão de adsorção. 

Etapas PTa(mg) PTb(%) IgGc(mg) IgGd(%) Purezae(%) FPf 

Amostra inicial 15,56 100,0 5,00 100,0 32,1 1,00 

“Flowthrough” 0,04 0,3 0,02 0,4 50,0 1,56 

Lavagem 1,04 6,7 0,90 18,0 86,5 2,69 

Eluição 12,38 79,6 4,00 80,0 32,3 1,01 

Regeneração 0,08 0,5 - - - - 

Recuperação 13,54 87,1 4,92 98,4 - - 

Proteínas adsorvidas 12,46 80,1 4,00 80,0 - - 
a Proteína Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteínas totais (método de Bradford, 1976). 
b Massa de proteína em cada etapa dividida pela massa de proteína alimentada no processo x 100. 
c Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria. 
d Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100. 
e Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteína total de cada etapa x 100. 
f Fator de Purificação: razão entre a pureza da fração e a pureza do material alimentado. 
Volume do leito: 5,0 mL.  



Capítulo 4: Resultados e Discussão 107

 De acordo com a eletroforese da Figura 4-32a foi possível purificar IgG humana 

adicionada em extrato de soja por cromatografia negativa em Sepharose-DEAE. Foram 

detectados 18,4% de proteínas nas frações não adsorvidas da cromatografia (Tabela 4-22) 

com pureza de 86,5%. Comparativamente aos resultados obtidos em Sepharose-TREN 

(Figura 4-17 e Tabela 4-7) nas mesmas condições de trabalho, foram detectados 35,8% de 

proteínas nas frações não adsorvidas, com pureza de 100%, indicando que o adsorvente 

Sepharose-TREN se mostrou mais eficiente para purificação de IgG humana adicionada 

artificialmente em extrato de soja quando comparado ao adsorvente clássico Sepharose-

DEAE. 

SOUZA (2009) obteve IgG livre de impurezas nas frações “flowthrough” na curva 

de ruptura em leito de 3,0 mL de DEAE-agarose, alimentando 30,0 mL de solução de soro 

humano diluído vinte vezes em tampão HEPES pH 6,8, recuperando 52% da IgG 

alimentada, indicando que, com a utilização deste adsorvente clássico de troca iônica, é 

possível realizar a purificação de IgG humana por cromatografia negativa em um única 

etapa. 
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CAPÍTULO 5:  CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos permitem concluir que Sepharose-TREN adsorveu 

eficientemente proteínas nativas de grãos de soja quando o extrato foi alimentado em 

tampão MES 25 mmol/L pH 6,5. 

O estudo do efeito da diluição do extrato na adsorção de proteínas em Sepharose-

TREN mostrou que a concentração máxima de proteínas da soja a ser utilizada na amostra 

inicial deve ser em torno de 1,0 mg/mL para evitar a precipitação de proteínas na coluna. A 

capacidade dinâmica de adsorção de proteínas da soja em Sepharose-TREN foi de 25,4 mg 

de proteínas totais/mL de gel, a uma vazão de 0,5 mL/min, similar a valores encontrados na 

literatura para adsorção de proteínas do soro humano.  

A adição artificial de IgG humana (proteína de ampla faixa de pI: 5,8 a 9,0) aos 

extratos dos grãos de soja permitiu que a mesma fosse purificada por cromatografia 

negativa em Sepharose-TREN em MES 25 mmol/L pH 6,5, recuperando-se 38% da IgG na 

etapa de lavagem com pureza de 86%. A realização de “spiking” de proteínas de pI ácido 

(HSA e BSA) e pI básico (aprotinina e lisozima) mostrou que, de fato, ocorreu uma 

predominância de interações eletrostáticas entre o ligante TREN e as proteínas. 

Experimentos controle de IMAC realizados com os quelatos TREN-Cu(II) e TREN-

Ni(II) mostraram que foi possível purificar IgG humana adicionada artificialmente 

(“spiking”) aos extratos de grãos de soja, com  purezas similares àquelas obtidas na 

cromatografia negativa em Sepharose-TREN, porém com menor recuperação de IgG. 

Experimentos com Sepharose-DEAE (adsorvente clássico de troca iônica) mostram 

que o DEAE, assim como o TREN, se apresentou favorável na adsorção de proteínas do 

extrato de soja. Foi possível purificar IgG humana adicionada em extrato de soja por 

cromatografia negativa em Sepharose-DEAE, porém com menor recuperação na etapa de 

lavagem, sendo detectado 18,4% de proteínas nas frações não adsorvidas da cromatografia 

com pureza de 86,5%. 
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CAPÍTULO 6:  SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, torna-se relevante a continuação 

da pesquisa envolvendo este tema. Assim, as sugestões àqueles que darão continuidade a 

este trabalho são: 

1) Estudo das interações entre aprotinina e Sepharose-TREN;  

2)  Estudo das interações entre as proteínas do extrato de soja e a lisozima; 

3) Realização de experimentos cromatográficos com extrato de grãos de milho, a 

fim de se obter a condição tamponante que proporcione maior adsorção das proteínas do 

milho em Sepharose-TREN; 

4) Adição artificial de IgG humana, assim como de outras proteínas de diferentes 

valores de pI aos extratos de milho a fim de se purificar estas proteínas por cromatografia 

negativa em Sepharose-TREN. 
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APÊNDICE A 
 

 Esta tabela é referente aos experimentos citados no item 4.2.3.2, onde estão 

apresentados os resultados de pH e condutividade de cada fração coletada da cromatografia 

realizada com alimentação de 82,0 mL de extrato de soja nas proporções (%, v/v) extrato de 

soja/tampão: 50/50 (1,33 mg/mL de proteínas totais) e 45/55 (1,09 mg/mL de proteínas 

totais) em coluna de 5,0 mL de Sepharose-TREN. 

 
Tabela A.1. pH e condutividade das frações coletadas das cromatografias em MES 25 mmol/L pH 6,5 e 
dessorção por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampão de adsorção, nas concentrações de alimentação de 1,33 e 
1,09 mg/mL. 

Frações 
Concentração 1,33 mg/mL Concentração 1,09 mg/mL 

pH Condutividade (µS/cm) pH Condutividade (µS/cm) 

Alimentação 6,60 1128  6,61 1107  

1 6,61 1088  6,63 1138  

2 6,58 1108  6,63 1199  

3 6,60 1105  6,70 1157  

4 6,61 1115  6,69 1104  

5 6,61 1140  6,70 1115  

6 6,62 1090  6,69 1140  

7 6,66 1128  6,69 1172  

8 6,59 1190  6,70 1203  

9 6,59 1191  6,66 1199  

10 6,59 1120  6,61 1066  

11 6,59 1075  6,58 1175  

12 6,60 1115  6,60 1174  

13 6,59 1068  6,61 1117  

14 6,58 1098  6,61 1169  

15 6,59 1125  6,60 1117  

16 6,55 1029  6,59 1205  

17 6,55 1198  6,60 1198  

18 6,56 1175  6,61 1090  
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19 6,57 1203  6,61 1128  

20 6,60 1199  6,62 1190  

21 6,58 1171  6,66 1191  

22 6,59 1089  6,59 1155  

23 6,60 1011  6,59 1171  

24 6,61 1117  6,59 1089  

25 6,61 1205  6,61 1011  

26 6,62 1198  6,62 1012  

27 6,61 1157  6,61 1103  

28 6,59 1209  6,59 1119  

29 6,60 1012  6,60 1098  

30 6,60 1103  6,61 1125  

31 6,60 1119  6,59 1029  

32 6,60 1003  6,60 1198  

33 6,61 1089  6,60 1012  

34 6,62 1104  6,60 1110  

35 6,61 1138  6,59 1180  

36 6,63 1199  6,55 1120  

37 6,63 1157  6,55 1075  

38 6,70 1175  6,56 1115  

39 6,69 1174  6,57 1128  

40 6,70 1117  6,60 1087  

41 6,69 1169  6,58 1108  

42 6,69 1012  - - 

43 6,70 1110  - - 

44 6,66 1180  - - 

“Pool” lavagem 6,68 1108  6,68 1108  

“Pool” eluição 6,84 47,0 x 103  6,84 52,0 x 103  

“Pool” regeneração 11,7 21,6 x 103  11,7 23,4 x 103  
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APÊNDICE B 

 
 Neste apêndice está apresentado o laudo da análise de espectrometria de massa das 

amostras de aprotinina (item 4.2.5.1) realizada no Laboratório Thomson de Espectrometria 

de Massas do Instituto de Química da Unicamp. 

 

Errata - amostra 4: lê-se aprotinina não adsorvida.
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Errata - Figura 4: lê-se aprotinina não adsorvida da coluna 
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