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RESUMO 

 

Imunoglobulinas humanas, com destaque à IgG, são anticorpos com ampla aplicação 

terapêutica no tratamento de doenças do sistema imunológico, o que justifica a sua 

necessidade de alta pureza, normalmente atingida com métodos cromatográficos. O presente 

trabalho teve por finalidade avaliar o potencial das matrizes microcompósitas de quitosana-

alginato com corantes reativos imobilizados e nanopartículas de hidroxiapatita de estrôncio 

(SrHAp) em processo cromatográfico visando a purificação de IgG humana. Foram obtidos 4 

microcompósitos quitosana-alginato (MQA) com corantes reativos imobilizados: MQA-

Cibacron Blue F3GA (MQA-CB), MQA-Reactive Blue 4 (MQA-RB), MQA-Reactive Red 

120 (MQA-RR) e MQA-Procion Red MX5B (MQA-PR). Os materiais foram caracterizados 

por Espectroscopia na Região do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Análise 

Termogravimétrica (TGA) e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). Já as 

nanopartículas de SrHAp foram sintetizadas via co-precipitação e submetidas a tratamento 

térmico por 5h. Foram obtidos dados fundamentais em batelada (efeito do pH, cinética e 

isoterma de adsorção) utilizando soluções com a IgG, além de soluções com a mistura de IgG 

e albumina do soro humano (HSA). A incorporação dos corantes em estudo aumentaram 

significativamente a adsorção de IgG, apresentando uma adsorção de 625,28 mg/g para o 

MQA-CB, 1022,17 mg/g para o MQA-RB, 698,38 e 718,57 mg/g para o MQA-PR e MQA-

RR, respectivamente. Nos ensaios cromatográficos, de acordo com as análises de eletroforese 

SDS-PAGE, foi conseguido uma purificação de IgG com a matriz MQA-RR. Em 

contrapartida, os outros materiais não foram capazes de purificar IgG humana, sendo melhor 

recomendado para uma pré-purificação desta proteína. No que se refere à SrHaP, esta 

apresentou elevada capacidade de adsorção (1128,63 mg/g). E, através das análises de 

eletroforese SDS-PAGE, comprovaram que a IgG foi a de maior retenção na matriz com 

misturas binárias e do soro humano diluído. 

 

Palavras-chave: Imunoglobulina G; corantes reativos; hidroxiapatita; estrôncio. 



ABSTRACT 

 

Human immunoglobulins, especially IgG, are antibodies with wide therapeutic application in 

the treatment of diseases of the immune system, which justifies their need for high purity, 

normally achieved with chromatographic methods. This work aimed to evaluate the potential 

of chitosan-alginate microcomposite matrices with immobilized reactive dyes and strontium 

hydroxyapatite nanoparticles (SrHAp) in a chromatographic process aiming at the 

purification of human IgG. Four chitosan-alginate (MQA) microcomposites were obtained 

with immobilized reactive dyes: MQA-Cibacron Blue F3GA (MQA-CB), MQA-Reactive 

Blue 4 (MQA-RB), MQA-Reactive Red 120 (MQA-RR) and MQA- Procion Red MX5B 

(MQA-PR). The materials were characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

(FTIR), Thermogravimetric Analysis (TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC). 

SrHAp nanoparticles were synthesized via co-precipitation and subjected to heat treatment 

for 5h. Fundamental batch data (effect of pH, kinetics and adsorption isotherm) were obtained 

using solutions with IgG, in addition to solutions with a mixture of IgG and human serum 

albumin (HSA). The incorporation of the dyes under study significantly increased the 

adsorption of IgG, showing an adsorption of 625.28 mg/g for MQA-CB, 1022.17 mg/g for 

MQA-RB, 698.38 and 718.57 mg/g for the MQA-PR and MQA-RR, respectively. In the 

chromatographic assays, according to the SDS-PAGE electrophoresis analyses, a purification 

of IgG with the MQA-RR matrix was achieved. In contrast, the other materials were not able 

to purify human IgG, being better recommended for a pre-purification of this protein. With 

regard to SrHaP, it showed a high adsorption capacity (1128.63 mg/g). And, through SDS-

PAGE electrophoresis analysis, they proved that IgG was the one with the highest retention in 

the matrix with binary mixtures and diluted human serum. 

 

Keywords: Immunoglobulin G; reative corants; hydroxyapatite; strontium.
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1. INTRODUÇÃO 

 

A imunoglobulina é uma proteína produzida por plasmócitos e outros 

linfócitos, que exerce seu efeito imunomodulador em diferentes componentes do 

sistema imunológico. É obtido do sangue através do processo de fracionamento do 

plasma e é purificado para aplicações em hipogamaglobulinemia, polineuropatia 

desmielinizante inflamatória crônica (CIDP), imunodeficiência, miastenia gravis e 

outras aplicações (BURNOUF, 2007; AYYAR et al., 2012; LIU et al., 2019). 

 O mercado global de imunoglobulina foi avaliado em aproximadamente 

US$ 11.575 milhões em 2020 e espera-se que atinja US$ 16.890 milhões em 2026 com 

CAGR (do inglês, Compound Annual Growth Rate, taxa de crescimento anual 

composto) de 6,5% durante o período de previsão. Espera-se que o mercado de 

imunoglobulinas mostre um rápido crescimento devido ao aumento da prevalência de 

doenças de imunodeficiência, maior adoção de imunoglobulinas para tratamentos de 

doenças e crescentes atividades de pesquisa e desenvolvimento (MORDOR 

INTELILIGENCE, 2022). 

As imunoglobulinas possuem cinco diferentes tipos: IgG, IgA, IgM, IgE e 

IgD (AYYAR et al., 2012). As IgGs representam cerca de 75% das imunoglobulinas 

séricas e, é reconhecida como um produto chave dentre as imunoglobulinas decorrente 

da crescente demanda em aplicações terapêuticas, como câncer, doenças infecciosas e 

deficiências seletivas de anticorpos (BURNOUF, 2007; AYYAR et al., 2012; LIU et 

al., 2019). Além dessas importantes aplicações, a IgG é muito utilizada em kits de 

diagnósticos e como ligante de imunoafinidade para purificação de proteínas e 

antígenos. Para todas as aplicações é de suma importância que se tenha um grau de 

pureza elevado (LIU et al., 2019). 

A purificação de IgG é um desafio devido à grande quantidade de albumina 

presente no soro humano combinada com a complexidade de outros componentes do 

soro. Para aplicações biomédicas, as IgGs são completamente purificadas usando uma 

combinação de vários métodos. Normalmente, primeiro utiliza-se a precipitação com 

etanol a frio para fracionar as proteínas presentes no plasma. Em seguida, utilizam-se 

técnicas cromatográficas para aumentar a pureza da IgG (PRASANNA e 

VIJAYALAKSHMI 2010; DHANDAPAN et al., 2022).  
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Nosso grupo de pesquisa estudou a imobilização do ligante corante 

Cibacron Blue F3G-A em matriz de quitosana/alginato epoxilado para purificação de 

IgG humana utilizando a técnica por cromatografia de afinidade. Um material em forma 

de grânulos foi obtido e, pela análise de micrografia eletrônica de varredura, foi 

formado poros com alta rugosidade. A nova fase estacionária mostrou alta afinidade 

para IgG podendo ser um potencial em processos cromatográficos para purificação de 

IgG humana (GONDIM et al., 2012; GONDIM et al., 2014). Entretanto, um material 

para grandes proporções em escala industrial, deve apesentar considerável estabilidade 

química e física controladas (ÖZKARA et al., 2004; TÜZMEN et al., 2010). Como o 

material obtido não apresentou uniformidade faz-se necessário uma melhoria do 

material obtido.  

A cromatografia de hidroxiapatita (HAC) é um dos métodos de 

cromatografia mais antigos no campo de separações de biomoléculas (TISELIUS et al., 

1956; BERNARDI, 1971) e tem sido usada para separação de proteínas e DNAs 

(CUMMINGS et al., 2009; GAGNON et al., 2009; GAGNON e BEAM 2009;  

NAKAGAWA et al., 2010; MORRISON et al., 2011; XU et al., 2018). É considerada 

uma cromatografia de modo misto ou multimodal. A maior parte da cromatografia de 

modo misto tem ligantes hidrofóbicos, de troca iônica e de ligações de hidrogênio. HAC 

é único na exploração de interação eletrostática (troca iônica) e afinidade de metal 

(ITOH et al., 2019). Muitos estudos mostraram que o HAC permitiu um bom 

desempenho de separação de difícil separação, como a remoção de agregados de 

anticorpos monoclonais (GAGNON et al., 2009; MORRISON et al., 2011), que não 

pode ser alcançado por uma cromatografia de modo único, como cromatografia de troca 

iônica ou cromatografia de interação hidrofóbica. 

Estudos demonstraram o significado e os benefícios das substituições de 

íons na estrutura cristalina da hidroxiapatita (HAp) (EDWIN e WILSON, 2019). Essas 

incorporações de íons produzem modificações em muitas propriedades físicas devido 

aos diferentes raios iônicos, como cristalinidade, tamanho do cristalito, parâmetros de 

rede, morfologia ou mesmo na estabilidade térmica e solubilidade (RATNAYAKE et 

al., 2017; KOVÁSC et al., 2018). Materiais de apatita dopada com estrôncio e/ou 

hidroxiapatita de estôncio mostraram possuir potencial para várias aplicações, como 

materiais bioeletrônicos (AL-WAFI et al., 2017), regeneração óssea (LANDI et al., 

2007; EHRET et al., 2017; FRASNELLI et al., 2017) administração de drogas e 
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implantes dentários (PARK; KIM; JANG, 2010; HORI; HIRANO; OHTA, 2017). No 

entanto, tanto quanto sabemos, não há relatos sobre a potencial aplicação de 

hidroxiapatita de estrôncio como matriz para purificação de IgG. Portanto, diante dessa 

prerrogativa, tem-se a necessidade de investigar o potencial uso desse material em 

processos cromatográficos, visto que há um melhoramento do desempenho da 

hidroxiapatita de estrôncio frente à de cálcio. 

Diante disso, o objetivo geral do trabalho é investigar o uso de duas 

matrizes cromatográficas visando a purificação ou pré-purificação de IgG humana. Para 

isso, foram empregadas técnicas cromatográficas, como a técnica por pseudoafinidade e 

multimodal. Além disso, ensaios em batelada e experimentos cromatográficos, foram 

importantes para obter parâmetros que possibilitem um melhor estudo desses 

adsorventes na purificação de IgG humana. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Hemoderivados 

 

Para se entender o que são hemoderivados, primeiro se faz necessário 

entender à diferença entre plasma e soro humano. Ambos, plasma e soro, são obtidos a 

partir da centrifugação do sangue humano. Após a coleta do sangue, o que determina a 

diferenciação entre plasma e soro é a presença ou não de anticoagulante. Sendo assim, 

plasma é a parte líquida de um sangue com presença de anticoagulante e soro é a parte 

líquida de um sangue sem anticoagulante (SOTELO-OROZCO et al., 2021). 

Os hemoderivados são produtos industrializados produzidos pelo 

fracionamento industrial do plasma humano. Depois de colhido, o sangue total é 

processado nos Serviços de Hemoterapia e dá origem a até quatro hemocomponentes: 

concentrado de hemácias, concentrados de plaquetas, plasma e crioprecipitado. Na 

imensa maioria das vezes, os serviços de Hemoterapia preparam apenas os três 

primeiros hemocomponentes mencionados acima (HEMOBRÁS, 2013).  

O mercado global de plasma é considerado como tendo uma taxa de 

crescimento anual composta de 7,5% e será superior a US$ 31 bilhões em 2024 

(GREEN, 2019). A quantidade estimada de plasma coletado nas doações de sangue é de 

700.000 L, onde 490.000 L é a quantidade de plasma com qualidade para 

fracionamento. Grande parte do fracionamento do plasma é realizada no exterior, onde o 

orçamento anual do Ministério da Saúde para aquisição de hemoderivados é de R$ 1,3 

bilhão. Esse alto valor de aquisição dos hemoderivados é justificado pelo grande 

número de doenças que podem ser tratadas com seu uso: hemofilias, cânceres, 

imunodeficiência primária, AIDS dentre outras doenças (HEMOBRÁS, 2013). 

No que diz respeito à composição do plasma, este é composto por 91% de 

água, 7% proteínas do sangue e 2% nutrientes (aminoácidos, lipídios, açúcares), 

hormônios (eritropoetina, insulina, etc.), eletrólitos (sódio, potássio, cálcio, etc.) 

podendo haver variações (WRIGHT et al., 2018). As proteínas, por sua vez, são 

representadas pela albumina do soro humano (HSA - do inglês, Human Serum Albumin) 

(61%), imunoglobulinas (18%) e os fatores de coagulação (± 1%). Entretanto, cerca de 

40-50% do mercado mundial das proteínas plasmáticas é compreendido pelas 

imunoglobulinas (Igs) (OLIVEIRA, 2016). 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sotelo-Orozco%20J%5BAuthor%5D
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 A produção e aplicação das Igs têm sido muito significante nas últimas 

décadas e, espera-se que o aumento das atividades de pesquisa e desenvolvimento de 

novos produtos impulsione, ainda mais, o crescimento do mercado. Por exemplo, em 

janeiro de 2019, a empresa Kedrion Biopharma recebeu a aprovação da Food and Drug 

Administration (FDA) dos Estados Unidos para realizar um ensaio clínico para avaliar a 

eficácia e segurança de uma imunoglobulina intravenosa a 10% no tratamento de 

pacientes com doenças de imunodeficiência primária (MORDOR INTELLIGENCE, 

2022). Além disso, esse aumento do mercado está envolvido no desenvolvimento de 

medicamentos inovadores e na descoberta de novas áreas terapêuticas para os 

medicamentos existentes. De acordo com o Registro Nacional de Ensaios Clínicos 

(NCT), em fevereiro de 2020, na China, o Peking Union Medical College Hospital, em 

colaboração com o Tongji Hospital of Tongji Medical College e a Huazhong University 

of Science and Technology, iniciaram ensaios clínicos para avaliar a eficácia e 

segurança da imunoglobulina intravenosa para pneumonia grave por novo coronavírus 

de 2019 (2019-nCoV) (MORDOR INTELLIGENCE, 2022).  

 

2.2 Imunoglobulinas G (IgG) 

 

Dentre os cinco possíveis tipos das imunoglobulinas (IgA, IgD, IgE, IgG e 

IgM), as do isotipo G (IgG) é uma das proteínas mais abundantes no soro humano 

(DAOUD-ATTIEH et al., 2013; PERÇIN et al., 2019). É um agente ativo para a 

regulação do sistema imunológico e desempenha um papel crucial no tratamento de 

várias doenças, como imunodeficiência e doenças autoimunes (SAYLAN et al., 2014; 

PERÇIN et al., 2019).  

As IgG’s são constituídas por cerca de 82 a 96% de proteínas e 4 a 18% de 

carboidratos. Encontram-se dispostas na molécula de IgG em um formato semelhante a 

um “Y” formando 4 cadeias polipeptídicas ligadas por ligações covalentes de dissulfeto 

e interações não covalentes. As cadeias polipetídicas compostas por duas cadeias leves 

(L) de massa molar 25 kDa e duas pesadas de massa molar 50 à 70 kDa (H). As cadeias 

pesadas e leves são ainda divididos em regiões variáveis (V), sítios de ligação do 

antígeno, e regiões constantes (C) nas moléculas de Ig’s (AYYAR et al., 2012). 

A classe IgG pode ainda ser dividida em quatro subclasses: IgG1, IgG2, 

IgG3 e IgG4 (por ordem decrescente de abundância no soro humano). Do ponto de vista 
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biofarmacêutico, IgG1 e IgG2 são de especial interesse, pois a maioria dos produtos de 

anticorpos aprovados pertence a uma dessas duas subclasses (KREPPER et al., 2018). 

As infecções virais estimulam principalmente a resposta IgG1 e IgG3 (VIDARSSON et 

al., 2014). Consequentemente, durante a infecção por vírus são as próprias moléculas 

IgG1 e IgG3 que constituem a subclasse dominante de anticorpos específicos para a 

proteína spike do vírus, bem como seu domínio de ligação ao receptor (YATES et al., 

2021) .  

Devido aos rigorosos padrões regulatórios e de qualidade exigidas para 

muitas aplicações biofarmacêuticas, as IgGs necessitam estar altamente purificadas e 

com atividade funcional, sendo esta responsável por várias reações metabólicas. Com 

isso, tem-se a necessidade de obtê-las na forma ativa, pois quando a proteína é 

desnaturada perde sua atividade funcional, o que leva eventualmente ao 

desenvolvimento de métodos de isolamento mais seletivos (SOUSA 2019). Assim, as 

indústrias farmacêuticas vêm buscando processos cada vez mais eficientes para 

purificação de proteínas, pois elas podem ter diversas aplicações.  

 

2.3 Técnicas para purificação de proteínas 

 

A precipitação com etanol frio é um dos métodos não cromatográficos que 

foi introduzido por Cohn na década de 1940 (COHN, et al., 1946) e ainda é largamente 

usado para purificação de proteínas. Em resumo, as proteínas do plasma são 

precipitadas após o adicionamento crescente de etanol ao plasma. Com a diminuição da 

solubilidade ocorre a precipitação das proteínas (COHN, et al., 1946).  

Na literatura facilmente é encontrado inúmeros trabalhos publicados com a 

proposta de purificação de proteínas do soro humano (ZOU et al., 2019; KREPPER et 

al., 2018; SALIMI et al., 2018; GONDIM et al., 2014;  GONDIM et al., 2012). Há uma 

variedade quanto ao emprego de técnicas cromatográficas utilizadas para purificação de 

proteínas, destacando-se a cromatografia de troca iônica e cromatografia de afinidade 

com ligantes bio ou pseudobioespecíficos, além da cromatografia de afinidade por íons 

metálicos imobilizados (IMAC). Além dessas técnicas mencionadas, outras podem ser 

citadas, como por exemplo: Interações Hidrofóbicas, Cromatografia de Modo Misto e 

Exclusão por Tamanho (GONDIM, 2017). 
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2.3.1 Cromatografia de afinidade 

 

A cromatografia de afinidade é uma das técnicas tradicionais de purificação 

de proteínas, que utiliza a capacidade de uma proteína para reconhecer e se ligar com os 

ligantes bioespecíficos e pseudobioespecíficos. A interação da proteína com o ligante é 

governada pela lei de ação de massa; sua especificidade é dependente da constante de 

dissociação de afinidade, que é um termo probabilístico que indica a rapidez com que a 

interação entre os componentes moleculares (a proteína a ser separada e o ligante) 

ocorre com o aumento da concentração de cada componente (PERRET e BOSCHETTI, 

2018).  

Ao considerar a especificidade dos sistemas de cromatografia de afinidade, 

percebe-se rapidamente que um painel muito grande de ligantes disponíveis para 

alcançar a separação de grande número de proteínas diferentes. Uma grande variedade 

de moléculas funcionais, incluindo enzimas, coenzimas, cofatores, anticorpos, proteínas 

e ácidos nucleicos podem ser utilizados como ligantes bioespecíficos (DENIZLI e 

PIŞKIN, 2001). Os ligantes bioespecíficos, apesar de amplamente utilizados na 

purificação de anticorpos devido a sua alta especificidade, possuem a desvantagem de 

terem custo elevado, baixa estabilidade e a possibilidade de desnaturação do ligante nas 

etapas de eluição e regeneração da coluna cromatográfica (DENIZLI e PIŞKIN, 2001; 

YAVUZ et al., 2006). 

Os ligantes pseudobioespecíficos (íons metálicos quelatados, ligantes 

tiofílicos, corantes, aminoácidos), apresentam normalmente média afinidade para 

proteínas do soro humano (VIJAYALAKSHMI, 1989). Os ligantes corantes tem 

desempenhado um papel importante e atraído grande atenção na adsorção de afinidade 

de proteínas, pois muitos corantes são baratos, estáveis, grande disponibilidade e podem 

ser usados para a separação de um grande número de proteínas e enzimas. Além disso, 

as diferentes interações entre os corantes e as proteínas fornecem uma combinação de 

ligações, eletrostática, hidrofóbica e de hidrogênio, que favorecem ainda mais o seu uso 

(ZHANG et al., 2016; FERRARIS et al., 2011). Embora os corantes sejam de natureza 

sintética, eles são classificados como ligantes de afinidade porque interagem com os 

sítios ativos de muitas proteínas e enzimas, mimetizando a estrutura de seus substratos, 

cofatores ou agentes ligantes (DENIZLI e PIŞKIN, 2001). Vários trabalhos são 

reportados na literatura utilizando ligantes corantes em cromatografia de afinidade. 
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Gondim et al., (2014) apresentaram um estudo visando a purificação de IgG 

humana, a partir de amostras diluídas do soro humano, por cromatografia de afinidade 

com o corante Cibacron Blue F3GA imobilizado em matriz de quitosana modificada, 

onde investigaram a influência de diferentes sistemas tamponantes na adsorção de IgG. 

Observaram que, devido a diferença considerável entre o pI das proteínas, IgG (pI 6,3-

9,0) e HSA (pI 4,8), foi possível tornar a adsorção de IgG mais seletiva que HSA, de 

acordo com as análises de eletroforese. 

Li e colaboradores (2014) utilizaram Reactive Red 120 como um corante-

ligante de afinidade em microesferas magnéticas de quitosana para melhorar a 

capacidade de adsorção de lisozima. O impacto do pH, força iônica, tempo de adsorção 

e concentração inicial de lisozima na adsorção de lisozima de soluções aquosas foi 

investigado. Uma quantidade de adsorção aumentada de 116,9 mg/g de lisozima em 

microesferas com Reactive Red 120 foi alcançada em comparação com 24,6 mg/g em 

microesferas magnéticas de quitosana sem o corante.  

Dou e colaboradores (2018) estudaram a adsorção de albumina do soro 

bovino (BSA) utilizando microesferas magnéticas de poli(metilmetacrilato) com 

diferentes massas molares de polietilenoimina (enxerto) imobilizado com corante 

Cibacron Blue F3GA (CB-PEI-PMMA). Foi observado um aumento da capacidade de 

adsorção de BSA das microesferas de CB-PEI-PMMA (84,8 mg/g) em comparação com 

as microesferas de PEI-PMMA (sem a imobilização do corante) (73 mg/g), o que 

demonstrou a forte e eficiente interação de afinidade entre Cibacron Blue F3GA e BSA, 

que pode ser atribuída à combinação de força de atração eletrostática e força de 

afinidade. 

Como visto, a cromatografia de afinidade utilizando corantes como ligantes, 

possibilita alta seletividade e elevada capacidade para com a proteína alvo. Além disso, 

diferentes matrizes podem ser utilizadas, o que pode possibilitar a obtenção de elevados 

níveis de produtividade e pureza. 

 

2.3.1.1 Matrizes para cromatografia de afinidade 

 

Na cromatografia de afinidade uma adequada matriz é fundamental, pois 

esta atua como suporte para o ligante de afinidade. Ser uniforme, macroporosa, 

hidrofílica, mecânica e quimicamente estável, seletiva, insolúvel no solvente utilizado 
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na purificação e fornecer grande área superficial para o ligante, é características 

essenciais para uma boa matriz (AYYAR et al., 2012).  

 

2.3.1.1.1 Quitosana 

 

A quitosana é um polissacarídeo catiônico obtido pela desacetilação da 

quitina extraída do esqueleto externo de crustáceos marinhos (ROSCA et al., 2005). O 

grau de desacetilação da quitosana tem forte influência também em suas propriedades 

de biodegradabilidade e biocompatibilidade (WU et al., 2014), assim como a massa 

molecular (MA e SAHAI, 2013; LARSSON et al., 2013). Quanto maior o grau de 

desacetilação da quitosana, maior será a interação entre sua superfície e células, uma 

vez que o grupo amino livre interage com as células causando adesão celular e 

proliferação (DASH et al., 2011).  

É uma base fraca insolúvel em água e em solventes orgânicos. Os grupos 

amina presentes em toda a extensão da cadeia polimérica da quitosona atuam como 

polieletrólitos catiônicos em pH < 6,5, ou seja, possuem grupos catiônicos ionizáveis ao 

longo da cadeia. Assim, este biopolímero pode se dissolver facilmente em soluções de 

ácidos fracos diluídos, sendo o ácido acético o solvente mais empregado, formando uma 

solução viscosa. Por outro lado, conforme o pH é ajustado para valores acima de 6,5, os 

grupamentos amina se tornam desprotonados e o polímero perde suas cargas, tornando-

se insolúvel em água e em solventes orgânicos (DASH et al., 2011; SINHA et al., 

2004). 

A quitosana tem sido amplamente utilizada aos longos dos últimos 25 anos 

na ciência biomédica e de separação devido às suas características intrínsecas. Dentre 

elas destacam-se sua não-toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade (ZHANG. 

et al., 2010), baixa imunogenicidade, policatiônica (MAFIRAD et al., 2018), 

capacidade de formar hidrogel, bioadesão, presença de grupos reativos -OH e -NH2,  

capacidade carreadora para substâncias hidrofílicas e possui elevada resistência 

mecânica (SINHA et al., 2004). Além disso, a presença de grupos funcionais, hidroxila 

e amino, são fundamentais para derivatizar a superfície para aumentar a capacidade de 

adsorção (ACET et al., 2018).  
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2.3.1.1.2 Alginato 

 

O alginato é um polissacarídeo aniônico linear solúvel em água e extraído 

de algas marrons e de algumas bactérias, formado por dois tipos de ácido poliurônico, o 

ácido β-D-manurônico (M) e ácido α-L-gulurônico (G) unidos por ligações (1 → 4)-

glicosídicas, de composição e sequência variada (MARTINS et al., 2007). Estes 

monômeros são epímeros com orientações diferentes na cadeia polimérica e a unidade 

G é a responsável por permitir a ligação iônica cruzada (LAWRIE et  al., 2007). 

O alginato é um polímero hidrofílico, insolúvel em etanol, em soluções 

hidroalcoólicas contendo mais de 30% (v/v) de etanol e em solventes orgânicos. Sabe-se 

que a solubilidade do alginato é decisivamente influenciada pelo pH do meio. Os 

valores de pKa (constante de dissociação do ácido) das unidades ácido manurônico e 

ácido gulurônico do alginato é de 3,38 e 3,65, respectivamente. Quando o pH é inferior 

ao pKa do alginato, este sofre precipitação levando à formação do ácido algínico, o qual 

é insolúvel em água. Quando o valor do pH se encontra acima desse valor, o alginato 

torna-se carregado negativamente. Ele é quimicamente estável em valores de pH entre 

5,0 e 10,0, sendo que valores muito ácidos causam sua descarboxilação. A viscosidade 

do polímero varia de acordo com os valores de pH, sendo que, a viscosidade aumenta à 

medida que o pH diminui. A massa molar do alginato comercial gira em torno de 

32.000 e 400.000 g/mol (LEE e MOONEY, 2012). 

 

2.3.1.1.3 Complexo polimérico Quitosana-Alginato 

 

Complexos de polieletrólitos são sistemas macromoleculares auto-

montados. Eles são formados através da interação entre polieletrólitos de cargas opostas 

em soluções aquosas por simples mistura em condições brandas. Tal complexação evita 

o uso de agentes de reticulação e solventes orgânicos (RAMACHANDRAN et al,. 

2011; LI et al., 2013). A estrutura e as propriedades dos complexos de polieletrólitos 

dependem das propriedades físico-químicas das soluções de polieletrólitos separadas, 

como pH, força iônica. A natureza química dos polieletrólitos que interagem, seu peso 

molecular, a proporção inicial de suas concentrações, a ordem de sua mistura e a 

temperatura também desempenham um papel importante na formação de complexos de 

polieletrólitos (IBRAHIM et al., 2022). 
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Os complexos polieletrólitos de quitosana-alginato são amplamente 

estudados devido à sua biodegradabilidade e biocompatibilidade (RAMASAMY et al., 

2014). São mecanicamente forte em baixos valores de pH em que a quitosana é solúvel, 

assim, a fácil dispersibilidade da quitosana em meio ácido é prevenida pela presença do 

alginato que é insolúvel em condições ácidas (LUCINDA-SILVA et al., 2010). É 

formado a partir da forte interação eletrostática dos grupos amino da quitosana com os 

grupos carboxílicos do alginato. A estabilidade do complexo alginato-quitosana pode 

ser influenciada por parâmetros como o pH e força iônica, devido a protonação do 

grupo amino da quitosana e a ionização do grupo ácido carboxílico do alginato (LI et 

al., 2002). 

O complexo de quitosana-alginato foi preparado como esferas, 

microesferas, nanopartículas, membranas, curativos, complexos scaffolds e fibras 

(GONDIM et al., 2014; RAFIE et al., 2014; BILAL et al., 2017; IBRAHIM et al., 

2022). Dois métodos para a preparação de complexos polieletrólitos são mais 

publicados, um método de uma etapa e duas etapas ou método de pré-gelificação. No 

método de uma etapa a gelificação direta entre alginato e quitosana é alcançada, 

enquanto que no método de duas etapas a pré-gelificação do alginato com CaCl2 é feita 

antes da adição de quitosana (IBRAHIM et al., 2022).  

Gondin e colaboradores (2012) usaram como matriz de suporte 

quitosana/alginato epoxilado para imobilização de corante ligante visando a purificação 

de IgG humana. O complexo quitosana/alginato foi formado pela gelificação direta. Os 

autores evidenciaram que o ligante foi acoplado com sucesso, não demonstrando 

desprendimento da matriz.  

 

2.3.2 Cromatografia de modo misto  

 

A cromatografia de modo misto ou multimodal (CMM) consiste em 

combinar em uma mesma matriz pontes de hidrogênio, forças de Van Der Waals, 

interações de troca iônica, hidrofóbica e de afinidade entre a fase estacionária e o soluto 

na matéria-prima, visando à separação e/ ou purificação mais eficiente de moléculas 

(GAO et al., 2013). Segundo Hanke e Ottens (2014) o grande interesse obtido pela 

CMM, o qual está associado ao seu bom desempenho na adsorção e purificação de 

proteínas. Muitos processos promovem a separação de proteínas utilizando apenas um 
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tipo de interação ou combinações deles, como troca iônica, hidrofóbica ou de afinidade. 

Na cromatografia de modo misto um único adsorvente pode separar as moléculas 

através do conjunto dessas interações. Para que essas interações ocorram, é necessário 

conhecer a natureza da molécula a ser purificada, para fazer a escolha correta do 

adsorvente. Além disso, as condições do processo, onde a variação das condições pode 

favorecer a todas as interações presentes na resina (YU et al., 2015).  

Segundo Du e colaboradores (2014) ao comparar resinas de troca iônica 

com as de modo misto, estas desempenham uma forte afinidade sobre as proteínas, 

apresentando diferentes perfis de eluição, permitindo assim a possibilidade de separar os 

oligômeros de proteínas solúveis. A eficiência das resinas de modo misto é influenciada 

pelo pH e concentração de sal. O aumento do pH reduz significativamente a capacidade 

de adsorção devido ao enfraquecimento das interações eletrostáticas entre a proteína e a 

resina. 

As resinas de modo misto disponíveis comercialmente incluem Capto 

MMC, Capto adhere e Capto Core 700 da Cytiva (antiga GE Healthcare), PPA 

Hypercel, HEA Hypercel e MEP Hypercel da Pall Corporation, Eshmuno HCX da 

Merck Millipore, Toyopearl MX-Trp-650 M da TOSOH Bioscience e Nuvia cPrime, 

CHT Ceramic Hydroxyapatite e CFT Ceramic Fluoroapatite da Bio-Rad (GAO et al., 

2013).  

O uso de hidroxiapatita (HAp) tem sido extensivamente relatado para 

purificações de proteínas (NAKAGAWA et al., 2010; MORRISON et al., 2011; 

CUMMINGS et al., 2014).  Este suporte de modo misto oferece seletividades únicas e 

muitas vezes separam biomoléculas que parecem homogêneas usando outros métodos 

cromatográficos. As diversas capacidades de ligação HAp para proteínas da célula 

hospedeira, proteína A lixiviada, dímeros e agregados de anticorpos, ácidos nucleicos e 

vírus permitem seu uso em qualquer estágio, desde a captura inicial até o polimento 

final (BIO RAD, 2022).  

 

2.4 Hidroxiapatita 

 

A hidroxiapatita é uma apatita de cálcio natural e sua fórmula química é 

Ca10(PO4)6(OH)2. As apatitas são os compostos químicos do fósforo com íons hidroxila 

(OH−), cloreto (Cl−) ou fluoreto (F−). A massa molecular de HAp é 1004,6 g/mol.  A 
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HAp tem uma estrutura cristalina hexagonal, na qual a razão estequiométrica de Ca:P 

geralmente é 1,67. Ele exibe ligações covalentes (P–O e O–H) e ligações iônicas (Ca–

O) em sua rede cristalina. A HAp pura é extremamente hidrofílica e possui um ângulo 

de contato de cerca de 10º (ARONOV et al., 2006; PANDA et al., 2021).  

A estrutura cristalina descrita das apatitas confere à HAp natural 

propriedades atraentes a diferentes campos de pesquisa. Durante décadas, essa 

biocerâmica tem sido de interesse em aplicações biológicas devido à sua excelente 

biocompatibilidade, alta estabilidade termodinâmica sob condições fisiológicas e boa 

afinidade com biopolímeros (SADAT-SHOJAI, 2015). Essa variabilidade de 

propriedades na HAP permite a possibilidade da utilização do material em diversas 

aplicações, por exemplo, processo de catálise heterogênea (FIHRI et al., 2017), 

purificação de proteínas (SWAIN e SARKAR, 2013; KANDORI et al., 2014; 

ESFAHANI et al., 2015) e remoção de contaminantes por adsorção (COSTA, et al., 

2009), o que faz da HAp um importante material tecnológico. 

Devido a estabilidade e flexibilidade da estrutura da HAp diferentes 

substituições iônicas podem ser realizadas. É possível induzir a troca de muitos cátions 

e ânions modificando a estrutura estequiométrica da HAp para se assemelhar à apatita 

biológica. Entre os vários cátions que podem substituir o cálcio na estrutura do HAp, o 

estrôncio tem despertado grande interesse devido ao seu potencial papel biológico 

(EDWIN e WILSON 2019). O estrôncio pode substituir o cálcio na estrutura do HAp na 

matriz completa de composição para formar soluções sólidas. Vários trabalhos de 

pesquisa sobre a síntese de hidroxiapatita de estrôncio (SrHAp) usando um processo 

sol-gel (SADER et al., 2009; MARDZIAH et al., 2009), precipitação (COX et al., 

2014), co-preciptação (CARVALHO et al., 2020) e um método hidrotérmico (LIN et 

al., 2013) foram relatados. 

A co-precipitação é o método mais simples e frequentemente utilizado para 

a preparação de SrHAp. Este processo químico consiste em uma fonte de reação do 

ligante PO4
3-

 com uma fonte de cálcio na presença de outros aditivos (por exemplo, base 

ou ácido); várias fontes desses dois reagentes são usadas. As condições do método de 

co-precipitação são variáveis, mas em geral, este processo é geralmente realizado em 

valores de pH que variam de 3 a 12 e em temperaturas que variam da temperatura 

ambiente à temperatura de ebulição da água (FIHR et al., 2017).  
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Ghosh e Sarkar (2017) examinaram vários métodos de síntese e relataram 

que SrHAp produzido por co-precipitação possui maior densidade e tem respostas 

positivas para bioatividade. Carvalho (2017) sintetizou nanopartículas de HAp e SrHAp 

via co-precipitação e submetidas a diferentes tratamentos térmicos, obtendo-se cristais 

com diferentes propriedades, como cristalinidade, tamanho de cristalito, superfície e 

morfologia.  

  As concentrações estudadas de estrôncio (Sr/(Sr+Ca)) variaram até 50% 

(mol/mol). A precipitação de uma solução supersaturada produz HAp nanocristalina 

com um grau de substituição de Sr dependendo de sua concentração na solução (PAN et 

al., 2009). Edwin e Wilson (2019) sintetizaram hidroxiapatita de estrôncio (SrHAp) nas 

composições de 0, 10, 20, 50 e 100% (mol/mol), pelo método de precipitação e os 

precipitados obtido, foram submetidos a tratamento ultrassônico por diferentes 

intervalos de tempo para obter informações sobre o papel do ultrassom na modificação 

da morfologia do SrHAp. Este estudo revelou que a proporção do SrHAp variou com a 

duração do ultrassom. O estudo indicou que a deformação na rede da HAp tem 

correlação com a incorporação de estrôncio, levando a extensão variada pelas ondas de 

ultrassom. Além disso, a investigação sugeriu que a substituição de 100% dos locais de 

cálcio por estrôncio leva a uma tensão relativamente menor e, portanto, a uma 

fragmentação pobre.  

Muitos outros trabalhos tem sido estudados na substituição de cálcio por 

estrôncio na estrutura do HAp (HUANG et al., 2016; AINA et al., 2012; KRISHNAN 

et al., 2016) entretanto, em sua grande maioria, a SrHAp é destinada para aplicação 

como substituinte ósseo nas áreas de ortopedia, odontologia e em implantes artificiais 

(CARVALHO et al., 2020; TAO et al., 2016; HUANG et al., 2016; AINA et al., 2012). 

Portanto, o seu estudo em diferentes áreas é de grande interesse.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Síntese e caracterização das microesferas compósitas quitosana-alginato 

(MQA) 

  

O procedimento de preparação das microesferas compósitas quitosana-

alginato baseou-se na metodologia de Gondin et al. (2012) e Mendes et al. (2013) com 

algumas adptações. A quitosana utilizada foi obtida da Polymar (Brasil), com grau de 

desacetilação de 87,4%, de acordo com a fabricante. As partículas de quitosana/alginato 

foram obtidas por adição de 200 mL de solução de quitosana a 5% m/v (em solução 

aquosa de ácido acético, Vetec). Primeiramente, foi obtida uma solução estoque de 

quitosana preparada em 200 ml de ácido acético a 10% v/v, onde 10 g de pó de 

quitosana foram primeiramente suspensos em 180 mL de água destilada, com agitação 

mecânica (TECNAL, modelo TE-165, Brasil) por 1 h à temperatura ambiente, a 

aproximadamente 800 rpm para solubilização. Após esse período, foram adicionados 20 

mL de ácido acético e agitado por mais 2 h. Em seguida, foram acrescidos 20 mL de 

álcool metílico e 2 mL de anidrido acético (Vetec) e agitou-se por mais 1 h. 

 À solução de quitosana, foi adicionada 2 g de alginato de sódio (AlNa) e 

manteve-se sob agitação durante 20 h. Esta proporção quitosana/alginato foi escolhida 

mediante ensaios preliminares, o qual se conseguiu obter uma solução homogênea e 

viscosa o suficiente para formar as microesferas. A solução foi então filtrada para 

eliminação de eventuais impurezas, em seguida, foi gotejada a uma solução de 

hidróxido de amônio, NH4OH (1:1), para formar as microesferas por coagulação a pH 

alcalino. Após o término do gotejamento, as microesferas permaneceram em repouso 

durante 24 h. Passado o período, as microesferas foram lavadas abundantemente com 

água destilada até pH neutro. Assim, foram formadas as MQA. 

 

3.1.2 Imobilização dos corantes reativos nas microesferas compósitas 

quitosana/alginato 

 

Foram utilizados 4 corantes reativos na síntese: Cibacron Blue F3GA (CB), 

Reactive Blue 4 (RB), Procion Red MX5B (PR) e Reactive Red 120 (RR). Suas 

estruturas e massa moleculares estão mostradas na Tabela 1.  Os corantes foram 
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covalentemente acoplados às microesferas compósitas quitosana-alginato por meio da 

reação nucleofílica entre o grupo de cloro dos anéis de triazina dos corantes e os grupos 

amino dos microcompósitos sob condições alcalinas.  

  

Tabela 1 - Estrutura química e massa molar (Mw) dos ligantes corantes. 

Corantes Estrutura 
Mw 

(g/mol) 
Fonte 

Cibacron 

Blue 

F3GA 

 

774,16 

SIGMA 

ALDRICH, 

2018a. 

Reactive 

Blue 4 

 

637,43 

SIGMA 

ALDRICH, 

2018b. 

Procion 

Red 

MX5B 

 

615,33 

SIGMA 

ALDRICH, 

2018c. 

Reactive 

Red 120 

 

1569,68 

SIGMA 

ALDRICH, 

2018d. 

Fonte: elaborada pela autora. 
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Para a imobilização do corante, primeiro foi realizada uma etapa de 

epoxidação para favorecer a imobilização dos corantes à matriz polimérica. Este 

procedimento foi realizado de acordo com Mendes e colaboradores (2013). Para cada 10 

g de MQA obtidas, 100 mL de N,N dimetilformamida (Vetec) foi adicionado e mantido 

sob agitação por 30 min a 60 °C. Posteriormente, foram adicionados 0,8 g de hidróxido 

de potássio (KOH) (Vetec) dissolvido em 3 mL de isopropanol e 10 mL de epicloridrina 

(Vetec). O sistema permaneceu em agitação a 60 ºC por mais 12 horas. Após, as MQA 

foram lavadas com água destilada, para remoção de solventes da reação e, postas a secar 

em temperatura ambiente por 24 h. 

Os corantes foram imobilizados ao MQA de acordo com a metodologia 

descrita por Gondim e colaboradores (2012), com algumas adaptações como descrito a 

seguir: 15 g do MQA foram agitadas (200 rpm) em uma incubadora (TECNAL, modelo 

TE-420) em temperatura constante de 55 °C durante 1 h com 100 mL da solução de 

corante (5 mg/mL). Em seguida, adicionou-se 5 mL de solução aquosa de NaCl (20 % 

m/m) mantendo a agitação e a temperatura constante. Após 30 min, adicionou-se 2 mL 

da solução aquosa de bicarbonato de sódio (Na2CO3 - 25 % m/m) com o objetivo de 

aumentar o pH e acelerar a reação química entre o corante e o MQA. Esta solução foi 

mantida em agitação durante 4 h à temperatura de 55 °C. Após a incubação, os 

microcompósitos imobilizados com os corantes foram filtrados e lavados várias vezes 

com água destilada gelada (4 ºC), metanol, NaCl 2M, Uréia 6M, Tween 80 (1 % p/v), 

água destilada, tampão de ensaio e finalmente com solução de albumina do soro 

humano (HSA), até que todas as moléculas de corantes fisicamente adsorvidas fossem 

removidas. Essa lavagem com HSA é essencial, pois segundo Rukenstein e Zeng (1998) 

os corantes fracamente ligados seriam removidos. 

Ao final, foram obtidas 4 microesferas compósitas quitosana/alginato 

imobilizado com corantes reativos: MQA-Cibacron Blue F3GA (MQA-CB), MQA-

Reactive Blue 4 (MQA-RB), MQA-Reactive Red 120 (MQA-RR) e MQA-Procion Red 

MX5B (MQA-PR). 

 

3.1.3 Caracterização das microesferas compósitas quitosana-alginato imobilizadas 

com corantes  
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Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR): A 

análise de FTIR foi utilizada para investigar a efetividade de cada etapa das reações na 

síntese do adsorvente. Os espectros de absorção na região do infravermelho foram 

obtidos com placa de ATR com ponteira de diamante (Shimadzu FTIR 8300), com uma 

resolução de 16 cm
-1

, compreendendo a região de 600 a 4000 cm
1
, na Universidade 

Federal do Ceará, Departamento de Engenharia Química. 

 

Análise termogravimétrica (TGA): A termogravimetria nos permite medir a variação de 

uma substância em função da temperatura ou do tempo, permitindo obter informações 

relacionadas à composição e estabilidade térmica de compostos. As curvas de análise 

termogravimétrica (TGA) e a sua primeira derivada (DTG) foram obtidas no aparelho 

Shimadzu (modelo ATG 50 Shimadzu, Kioto – Japão) em uma faixa de temperatura de 

25 °C a 800 °C usando cadinho de platina e uma amostra de aproximadamente 5 mg, 

sob uma atmosfera de nitrogênio em fluxo de 50 ml/min com uma taxa de aquecimento 

de 10 °C/min.  

 

Calorimetria diferencial de varredura (DSC): O comportamento térmico das 

microesferas de quitosana foi estudado através da técnica de DSC. As análises foram 

realizadas em um equipamento Perkin-Elmer (Jade DSC). As curvas de DSC foram 

determinadas com 5,0 mg de amostra, usando uma faixa de aquecimento constante de 

10 ºC/min, sob atmosfera dinâmica de N2 com vazão de 50mL/min, em uma faixa de 

temperatura de 25 a 450 ºC. Os eventos térmicos foram registrados em função da 

composição, estrutura do material e de sua história térmica. 

 

Ponto de Carga Zero: o ponto de carga zero (pHPCZ) é definido como o pH em que a 

superfície do adsorvente possui carga neutra. Para a determinação do pHPCZ dos 

adsorventes foi utilizado o Método de Park e Regalbuto (1995), onde inicialmente foi 

preparado uma solução de NaCl (1 mol/L), em seguida, essa solução foi distribuída em 

10 beckers, cada um contendo 50 mL e pH aferido na faixa de 2 à 11. Em seguida, 

foram adicionados 50 mg dos adsorventes sintetizados e mantidos em repouso por 48 h. 

Após esse período, quantificou-se o pH final das soluções. O pHPCZ corresponde à faixa 

na qual o pH final se mantém constante, independentemente do pH inicial, ou seja, a 

superfície comporta-se como um tampão. 
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3.2 Hidroxiapatita de estrôncio (SrHAp) 

 

A SrHAp usada para todo o estudo foi sintetizada conforme estudo de 

Carvalho et al., (2020). Ambos os estudos foram realizados pelo Grupo de Química de 

Materiais Avançados (GQMat). Em suma, a síntese foi realizada pela adição de solução 

de ácido fosfórico (H3PO4) 0,3 mol/L em solução de nitrato de estrôncio (Sr(NO3)2) 

(razão molar Sr/P  = 1,67) sob agitação vigorosa à temperatura ambiente. Um 

precipitado branco foi obtido pela adição de solução de NH4OH até atingir pH 9. O 

precipitado branco foi lavado com água destilada e filtrado a vácuo. Posteriormente, o 

pó foi disperso em solução de NH4Cl 0,1 mol/L. As suspensões foram colocadas em 

autoclave de Teflon coberta com aço inoxidável para receber o tratamento hidrotérmico 

a 150°C por 5 horas. A amostra foi filtrada a vácuo, lavada e seca e armazenada em 

dessecador. 

 

3.3 Ensaios em Batelada com IgG de alta pureza 

 

No presente estudo foram utilizadas como amostras as proteínas puras IgG e 

humana e de soro do sangue humano foram adquiridas da Sigma Aldrich (USA). Todos 

os ensaios em batelada com IgG de alta pureza foram realizados em agitador rotativo 

Tecnal (Brasil), modelo TE-165 (Figura 1), com rotação constante, tendo como 

parâmetros acompanhados o tipo e pH dos tampões, tempo de contato entre as fases 

(perfil cinético) e concentração de adsorbato (isotermas de adsorção). Fixou-se a 

velocidade de agitação em 18 rpm, o volume da solução de proteína (adsorbato) em 3 

mL estudo.  

 

Figura 1 - Sistema de agitação rotatório empregado para os ensaios de adsorção em batelada. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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3.3.1 Estudo do efeito do tampão e pH na adsorção de proteínas  

 

Durante o processo de adsorção, o pH da solução é uma das variáveis 

significativas que afeta o grau de ionização e as características da superfície dos 

adsorventes. Assim, inicialmente foi estudado o efeito do tampão e faixa de 

tamponamento na adsorção de IgG.  

Para o estudo com as matriz de quitosana-alginato, MQA-CB, MQA-RB, 

MQA-RR e MQA-PR, foi utilizado o tampão fosfato de sódio (FOS), Tris/HCl , 

HEPES, MOPS e MES com concentração de 25 mM, variando a faixa de pH de 5,5 a 

8,6. Já para o SrHAp foram preparados tampões FOS, Tris/HCl, HEPES e acetato de 

sódio, todos com 10 mM, variando a faixa de pH de 4,5 a 8,5.  

Em tubos acrílicos, foram adicionados 5 mg do adsorvente juntamente com 

3 mL da solução da proteína IgG (1,0 mg/mL) em cada tampão. O sistema permaneceu 

sob agitação durante 180 min. Em seguida, alíquotas do sobrenadante foram coletadas, 

centrifugada em microcentrífuga refrigerada (CT-15000R CIENTEC) por 10 min com 

rotação igual a 10000 rpm e, após, analisadas por espectrofotometria UV-Vis (Thermo 

Scientific Biomate B) no comprimento de onda de 280 nm, para a determinação da 

concentração da solução de proteína após a adsorção.  

A quantidade de proteína adsorvida foi quantificada a partir de um balanço 

de massa pelo uso da Equação 1 descrita a seguir: 

 

 

 

em que  𝑞 é a quantidade de proteína adsorvida por grama de adsorvente (mg/g), VSOL o 

volume da solução (mL) disponível para o contato com o adsorvente, C0 é a 

concentração inicial de proteína na fase líquida (mg/mL), Ceq a concentração de proteína 

na fase líquida (mg/mL) em equilíbrio com 𝑞 e mads é a massa seca de adsorvente (g). 

 

3.3.2 Estudo para o efeito da massa do adsorvente 

 

𝑞 
𝑉𝑆𝑂𝐿 (𝐶0 − 𝐶𝑒𝑞 )

𝑚𝑎𝑑𝑠
 

    (1) 
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Para avaliar a influência da massa do material adsorvente foram realizados 

ensaios com massa de adsorvente variando de 5 a 25 mg com os melhores resultados do 

tópico anterior, colocadas em contato por 3 horas com solução de IgG 1,0 mg/mL. 

 

3.3.3 Cinética e Isoterma de adsorção 

 

Para obtenção do tempo de equilíbrio para o processo adsortivo, foi 

preparada uma solução de IgG 1,0 mg/mL e esta foi mantida em contato com 5 mg das 

matrizes variando-se a duração do ensaio de 5 minutos até 10 horas.  

Uma vez definido o tempo de equilíbrio, foram realizados ensaios com 

concentrações iniciais de IgG variando de 0,25 a 6,0 mg/mL, para se obter as isotermas 

de adsorção (quantidade de soluto presente na fase fluida em equilíbrio com a 

quantidade de soluto adsorvido). Como modelo de ajuste para os dados experimentais 

das isotermas de adsorção foram aplicados o modelo de Langmuir apresentado na 

Equação 2, por meio da utilização da ferramenta de ajuste não linear do software 

OriginPro8 (EUA). Para a matriz SrHAp também foi realizado como modelo de ajuste 

para os dados experimentais das isotermas de adsorção o Langmuir-Freundlich, 

apresentado na Equação 3. 

 

 

 

Nesta, 𝑞 é a quantidade de proteína adsorvida (mg/g); 𝑞𝑚 é a capacidade 

máxima de adsorção pelo adsorvente (mg/g); 𝐶𝑒𝑞 é a concentração da fase líquida no 

equilíbrio (mg/mL), 𝑘𝐷 e 𝑘𝐿𝐹 constante de Langmuir (mol/L) e Langmuir-Freundlich 

(mL/mg) respectivamente, e 𝑛 é o parâmetro de cooperatividade do sistema. 

 

3.3.4 Ensaios de adsorção com mistura IgG/HSA 

 

Partindo das melhores condições para a adsorção de IgG obtidas conforme 

descrito nos tópicos anteriores, foram feitos ensaios de adsorção com misturas de 

 

𝑞 =
𝑞𝑚 ∙ 𝐶𝑒𝑞

𝑘𝐷 + 𝐶𝑒𝑞
 (2) 

𝑞 =
𝑞𝑚 ∙  𝑘𝐿𝐹 ∙ 𝐶𝑒𝑞  

𝑛

1 +  𝑘𝐿𝐹 ∙ 𝐶𝑒𝑞  
𝑛  (3) 
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proteínas. Uma vez que, segundo Andrade e Hlady (1987), os componentes majoritários 

do plasma sanguíneo são albumina do soro humano e IgG, procurou-se analisar o 

comportamento das matrizes para a adsorção de IgG em meios com a presença de 

albumina. 

Foram selecionadas cinco frações mássicas (0, 25, 50, 75 e 100%) de IgG e 

HSA (fração complementar) de modo a verificar o efeito da interação destas em 

diferentes configurações. Em todos os casos, a concentração de proteínas totais foi de 1 

mg/mL. Os ensaios foram conduzidos de modo análogo aos ensaios com IgG de alta 

pureza, em sistema de agitação rotativo a 18 rpm, mantendo em contato 5 mg de 

adsorvente em 3 mL da solução de proteínas, conforme apresentado na Tabela 2. 

Finalizados os ensaios, colhidas as amostras e centrifugadas, o teor de proteínas totais 

foi quantificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).  

 

Tabela 2 - Frações mássicas utilizadas nos ensaios de adsorção com mistura IgG/HSA 

Experimento Fração Mássica de IgG Fração Mássica de HSA 

1 0 % 100 % 

2 25 % 75 % 

3 50 % 50 % 

4 75 % 25 % 

5 100 % 0 % 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Primeiramente, foi preparado o reagente de Bradford diluindo-se 0,1 g de 

Coomassie Brilliant Blue em 50 mL de etanol sob agitação. Em seguida, foram 

adicionados 100 mL de ácido fosfórico 85%, deixando-o em agitação por 2 h. No final 

desse período o volume da solução foi aferido para 1,0 L com água ultrapura. Essa 

solução permaneceu sob agitação overnight.  O reagente no final foi filtrado e 

conservando em geladeira. Vale ressaltar que todos os frascos utilizados para preparo do 

reagente de Bradford foram cobertos com papel alumínio. Após preparo do reagente, foi 

realizada a curva de calibração com a proteína BSA para quantificação das amostras dos 

ensaios de adsorção. Para quantificação foram realizadas leituras das amostras iniciais 

(alimentação) e finais (amostras coletadas nas etapas da corrida cromatográfica). Para 

cada 20 μL de amostra utilizou-se 1,0 mL do reagente de Bradford, o qual foi mantido 
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em contato por 10 min em cubetas de poliestireno na ausência de luz. Por fim, foram 

realizadas as leituras das amostras em espectrofotômetro UV-Vis, Thermo Scientific 

Biomate B (EUA) no comprimento de onda de 595 nm.  

A quantidade de soluto adsorvido foi quantificada a partir do balanço de 

massa já mostrado na Equação 1. A análise qualitativa da seletividade da IgG e HSA 

nas matrizes foi realizada por meio de eletroforeses.  

 

3.3.5 Eletroforese em gel de Poliacrilamina com Dodecilsulfato de sódio (SDS-

PAGE) 

Os ensaios de eletroforese foram realizados em géis de poliacrilamida em 

condições desnaturantes e não redutoras (SDS-PAGE), onde as amostras da mistura 

IgG/HSA, antes e após a adsorção, foram submetidas à presença de 7,5% de géis de 

poliacrilamida (LAEMMLI, 1970) usando um sistema de Mini-Protean III (Bio-Rad, 

USA). As amostras analisadas foram aquecidas a 100 °C por 10 min e uma alíquota de 

10 μL de cada fração foram aplicadas aos géis. A corrida eletroforética ocorreu a uma 

voltagem de 150 V em cubas verticais e a revelação dos géis se deu com o corante 

comassie brilhante blue. Foi utilizado marcador de alta massa molecular obtido da GE 

Healthcare (EUA), para identificação das faixas de peso molecular. 

 

3.4 Ensaios em leito fixo  

 

3.4.1 Matrizes de pseudoafinidade  

 

Para as matrizes de pseudoafinidade, as análises cromatográficas foram 

realizadas com soro humano, com concentração inicial, aproximadamente, de 2,0 

mg/mL diluída nos tampões com melhores adsorção no processo em batelada. O volume 

injetado na coluna foi de 8 mL, e todas as amostras foram coletadas para a realização do 

balanço de massa. Para isso, foi utilizado um sistema cromatográfico composto por uma 

bomba peristáltica (WATSON MARLOW, Modelo Q 400), uma coluna cromatográfica 

de vidro (GE Healthcare - 10 cm x 10mm) e um coletor de frações (BUCHI, Modelo C-

660) e um espectrofotômetro (Termocientific Biomat 3) (Figura 2). 
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Figura 2 - Sistema operacional em leito fixo composto por: 1: Alimentação; 2: Bomba 

peristáltica; 3: Coluna; 4: Coletor de frações 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

As condições experimentais para os ensaios com o soro humano: 

concentração de 2,0 mg/mL, vazão de 0,5 mL/min e massa de adsorvente de 0,8 g, o 

que resultou em um leito com aproximadamente 2,0 cm de altura. As etapas 

cromatográficas foram constituídas por: Alimentação; Lavagem; Eluição; Regeneração; 

Reequilíbrio. Para estes ensaios, o tempo de coleta para cada amostra foi de 2 min e o 

tempo total de realização desses experimentos foram entre 70 e 90 min. As frações 

foram coletadas na saída da coluna e o teor de proteínas totais foi quantificado pelo 

método de Bradford (BRADFORD, 1976).  

Para tratamento dos dados, utilizou-se o software OriginPro 8 e o percentual 

de recuperação das proteínas, que relaciona as concentrações finais e iniciais  da 

proteína em estudo, foi obtida através da Equação 4. 

 

𝑅 (%) =  (
𝐶𝐼 − 𝐶𝐹

𝐶𝐼
) . 100 

(4) 

 

1

2

3 4
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em que Ci corresponde à concentração inicial e Cf a concentração final. A análise 

qualitativa da seletividade da IgG e HSA nas matrizes foi realizada por meio de 

eletroforeses (descrito na sessão 3.3.5). 

 

3.4.2 Matriz multimodal 

 

Os ensaios em leito fixo foram realizados apenas com a matriz SrHAp 

devido sua maior seletividade para com a IgG, como observado do teste da mistura 

IgG/HSA e, também, por ser uma matriz pouco estudada para purificação de IgG a 

partir do soro humano. Neste sentido, por se tratar de um material com poucos estudos, 

no quesito purificação de IgG humana, foi necessário alguns testes iniciais para otmizar 

o processo de purificação. A matriz, por sua caracterítica em pó, apresentou uma certa 

dificuldade de empacotar a coluna. Para sanar esse problema, foram adicionados 

microesferas de vidro, pois estas são inertes e não reagirão com as proteínas do soro 

humano e com a SrHAp.A coluna foi empacotada com 2g de SrHAp e 2g de 

microesferas de vidro, resultando em uma altura de leito de 2 cm. 

Primeiro, foram realizados os ensaios com a IgG de alta pureza, HSA e 

mistura binária da IgG/HSA. Concentração de 1,0 mg/mL, vazão de 0,8 mL/min, 

volume injetado de 10mL. Desse último ensaio, as frações foram coletadas na saída da 

coluna e o teor de proteínas totais foi quantificado pelo método de Bradford (Bradford, 

1976). A análise qualitativa da seletividade da IgG e HSA nas matrizes foi realizada por 

meio de eletroforeses (descrito na sessão 3.3.5). 

As condições experimentais para os ensaios com o soro humano foram 

utilizados uma concentração de, aproximadamente, 3,0 mg/mL, vazão de 0,8 mL/min. 

As etapas cromatográficas e os tempos de coleta foram semelhantes aos ensaios com as 

proteínas de alto padrão. As frações foram coletadas na saída da coluna e o teor de 

proteínas totais foi quantificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). E as 

análises de eletroforese seguiram conforme descrito anteriormente. 

  



                                                                                                                                      43 

 

   

 

4. RESULTADO E DISCUSSÃO  

 

4.1 Matriz de pseudoafinidade 

 

4.1.1 Síntese das microesferas compósita quitosana-alginato 

 

Foram realizados testes iniciais para consolidar uma melhor rota de síntese 

das MQA e da imobilização dos ligantes corantes. Para a formação dos microesferas 

compósitas, a solução de quitosana utilizada deve estar em baixas concentrações (até 

5% m/v), neste caso, diluída em ácido acético. Desse modo, a solução apresentará uma 

densidade e viscosidade adequada que possibilite a produção de microesferas sem cauda 

e com boa resistência mecânica (DIAS et al., 2008). 

Várias tentativas de otimização da produção de microesferas de quitosana-

alginato foram realizadas para se obter uma relação ótima de viscosidade e densidade 

para a solução de quitosana-alginato usada neste trabalho. Esta relação foi elaborada 

preparando-se soluções com diferentes proporções de quitosana e alginato e, em 

seguida, testando-as no sistema para formar as microesferas. Os resultados observados 

indicaram que ao utilizar uma proporção de 50/50, de quitosana e alginato, uma solução 

muito viscosa foi formada, o que impossibilitou a produção de microesferas. Ao utilizar 

uma proporção 60/40, quitosana e alginato, respectivamente, ainda se tinha uma alta 

viscosidade, o que impossibilitou a passagem da solução pelo sistema, onde ocorria 

sempre o entupimento da tubulação. A proporção final ficou de 80/20, onde foi formada 

uma solução que possibilitou a produção das microesferas sem cauda. 

Como relatado anteriormente, no estudo de Gondim et al. (2012) a matriz 

quitosana/alginato epoxilado imobilizado com o corante Cibacron Blue FG3A 

apresentou forma de grânulos. Nesse estudo, uma tentativa de melhorar estruturalmente 

as matrizes cromatográficas foi conseguida com sucesso. Na  

Figura 3 apresenta as microesferas compósita quitosana-alginato (a) e o 

MQA com a imobilização dos corantes Cibacron Blue F3GA (b), Reactive Blue 4 (c), 

Reactive Red MX-5B 120 (d) e Procion Red (e). Foi conseguido obter um material 

visualmente rígido, uniforme e com formatos esféricos de ≈ 0,02cm, onde suas 

caracterizações são descritas a seguir.  
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Figura 3 - Matrizes cromatográfica a base de quitosana-alginato MQA (a) e com os corantes 

Cibacron Blue F3GA (b), Reactive Blue 4 (c), Reactive Red 120 (d) e Procion Red (e) 

imobilizados. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

4.1.2 Caracterização das microesferas compósita quitosana-alginato 

 

4.1.2.1 FTIR 

 

Os espectros de absorção no infravermelho da quitosana natural (QT), 

alginato de sódio e do microesfera compósito quitosana/alginato (MQA), são mostrados 

na Figura 4. No espectro da QT (Figura 4a) está caracterizado pela presença de bandas 

de absorção correspondentes aos modos vibracionais característicos dos grupos 

funcionais envolvidos em ligações de hidrogênio como O-H, cuja região espectral 

aparece em sinal largo com máximo de 3475 cm
-1

 atribuída à deformação axial do grupo 

associado a outros grupos polares através de pontes de hidrogênio intra e 

intermoleculares. Na região, em torno de 3300 cm
-1

 e 1540 cm
-1

, também contém 

bandas de deformação axial N-H (amina), normalmente sobreposta pela formação de 

pontes de hidrogênio com os grupos OH, e deformação angular (δ(N-H)), 

respectivamente. As bandas na região de 1250-1150 cm
-1

 estão associadas ao 

estiramento assimétrico do anel piranosídico, refletindo a ligação C-O-C e β-glicosídica, 

bem como o C-O relacionado à álcoois primários e secundários (LIMA et al., 2013; 

MACHADO et al., 2009). 

 

ca db e
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Figura 4 - Espectros FTIR de (a) quitosana natural, (b) AlgNa e (c) MQA. 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

A Figura 4b mostra o espectro de alginato de sódio e suas bandas 

características. A partir desta pode-se observar que as bandas de absorção em torno de 

1597 cm
-1

, 1400 cm
-1

 e 1307 cm
-1

 são atribuídas a vibrações de alongamento de bandas 

assimétricas e simétricas de ânions carboxilatos, respectivamente. As bandas em torno 

de 1023 cm
-1

 (estiramento C-O-C) são atribuídas à sua estrutura sacarídica (LI et al., 

2008; SMITHA et al., 2005). 

A formação do MQA é apoiada pela banda larga de intensidade 3500-3400 

cm
-1 

(Figura 4c), indicando aumento de álcool ligado a hidrogênio (O-H). Esta alta 

intensidade pode ser atribuída à interação dos grupos hidroxila na estrutura da quitosana 

com os da estrutura do alginato de sódio, que se tornam mais amplos com a formação 

do complexo MQA. A banda a 2928 cm
-1

 corresponde a um alongamento -OH, 1630, 

1415 e 1030 cm
-1

, à carbonila (C = O) que se estende da amida secundária (banda amida 

I), às vibrações de curvatura do N-H (resíduos N-acetilado , banda amida II) e ao grupo 

hidroxila primário (pico característico de –CH2 – OH em álcoois primários, estiramento 

C–O), respectivamente, como relatado na literatura para outros materiais à base de 

quitosana/alginato (HONARY et al., 2009; LI et al., 2008; MALESU et al., 2011). As 

bandas de absorção da QT, AlNa e MQA estão sumarizados na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Bandas e atribuições obtidas em cada etapa da síntese 

νas - estiramento assimétrico, νs - estiramento simétrico, γ deformação angular fora do plano, 

δ - deformação angular. 

    Fonte: elaborada pela autora. 

 

Os ligantes utilizados no estudo são corantes aromáticos de triazina e 

contêm grupos sulfônicos, carboxil, hidroxil. Como os corantes utilizados possuem 

algumas semelhanças, estes serão discutidos em conjunto e, suas bandas de absorção 

mostrados nos espectros que estão sumarizados na Tabela 4. 

De acordo com Nie e Zhu (2007) as vibrações de estiramento de C-N dos 

corantes aparecem em 1230 cm
-1

. O número de onda em torno de 1537 cm
-1

 caracteriza 

as triazinas (SU et al., 2016), como apresentado na Figura 5. A faixa de absorção na 

região de 1600–1450 cm
–1

 é característica do anel de benzeno. Nessas mesmas faixas de 

absorção existem muitas bandas características do MQA, no entanto, elas são mais 

intensas nos espectros dos MQA imobilizado com os ligantes corantes. Por outro lado, a 

intensidade de adsorção a 1060 cm
-1

 representa o alongamento simétrico de S=O, em 

3375 cm
-1

 o alongamento assimétrico característico de N-H, em 1150 cm
-1

 alongamento 

assimétrico S=O, além de uma banda pequena perto de 1246 cm
-1

 originada 

provavelmente pelos grupos ácidos sulfônicos da molécula do corante (SU et al., 2016).  

 

Atribuições Faixa de absorção (cm
-1

) 

 γ (O-H) 3500-3400 

 (-OH) 2928 

γ (N-H) 3300 

δ (N-H) 1540 

νas (C-O-C) 1250-1150 

ν(C=O-NHR) 1652 

COO-  1597 

C=O 1630 



                                                                                                                                      47 

 

   

 

Figura 5 - Espectros FTIR do MQA-CB (a), MQA-RB (b), MQA-RR (c) e MQA-PR. 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Quando os espectros das amostras de MQA e MQA-corantes são 

comparados entre si, a principal diferença é a aparência da banda de absorção aromática 

a 1574 cm
-1

, característica dos anéis aromáticos que se estendem da faixa de vibração 

(C···C), oriunda de moléculas de corantes imobilizados. Resultados semelhantes foram 

encontrados nos estudos de Nie e Zuh (2007) e Zhang et al., (2006). Os dados 

indicaram que o acoplamento dos corantes na matriz quitosana/alginato foi bem 

sucedido.  

 

Tabela 4 - Bandas e atribuições obtidas com a imobilização dos corantes na matriz quitosana-

alginato. 

Atribuições 
Faixa de absorção (cm

-1
) 

MQA-CB MQA-RB MQA-RR MQA-PR 

Triazinas 1537 1537 1555 1549 

Anel benzeno 1600-1450 1600-1450 1600-1450 1600-1450 

νs (S=O) 1060 1065 1060 1060 

νas (N-H) 3375 3375 3375 3375 

νas (S=O) 1156 1156 1150 1146 

Ácido sulfônico 1277 1246 1265 1277 

 Fonte: elaborada pela autora. 
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4.1.1.2 Análise termogravimétrica 

 

A análise termogravimétrica (TGA e DTG) foi realizada para as amostras de 

quitosana natural e as microesferas de quitosana-alginato imobilizadas com corantes 

para verificar a estabilidade térmica antes e depois da modificação química.  

Primeiro foi analisada a comparação entre os perfis de degradação para a 

quitosana e MQA, mostrados na Figura 6. A quitosana apresenta o primeiro estágio de 

perda de massa de 9 % entre as temperaturas de 55 a 125 °C, como se evidencia na 

curva derivada da Figura 7a. Assim como a MQA (Fig. 7b) na faixa de temperatura de 

33 a 220 °C apresenta uma perda de 12%, também evidenciado na curva derivada. O 

segundo evento térmico é considerado o início da degradação polimérica da QT e MQA, 

entre as temperaturas 239 - 390 °C e 230 - 405 °C, respectivamente. 

As duas amostras apresentaram a mesma temperatura máxima de 

degradação em 310 ºC, representando uma perda de massa de 43% (QT) e 50% (MQA). 

Segundo Ziegler-Borowska et al., (2014) a degradação está ligada a reações de 

desidratação, desacetilação, desaminação, quebra das ligações glicosídicas, abertura do 

anel pirano, vaporização e eliminação de produtos de degradação  

 

Figura 6 - Curvas de TG da quitosana natural (a) e MQA (b). 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Há ainda um terceiro estágio que varia de 400 a 793 ºC para QT e de 405 a 

800 °C para MQA, com perda de massa correspondente a 10% e 12%, respectivamente, 
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atribuídos à decomposição térmica do restante do polímero investigado. A maior perda 

de massa da microesfera de quitosana-alginato aqui encontrada comparado com a 

quitosana natural justifica-se pela incorporação do AlNa que possui natureza hidrofílica 

(ZIEGLER-BOROWSKA et al., 2014). 

 

Figura 7 - Curvas de DTG da quitosana natural (a) e MQA (b). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Com a imobilização dos corantes a temperatura máxima de degradação foi 

de 292 ± 2 °C para todas as microesferas compósitas imobilizada com corantes (Figura 

8), apresentando aproximadamente 45 ± 2% de perda de massa referente à 

decomposição térmica da cadeia polimérica. Essa maior perda de massa está associada à 

modificação química da QT com incorporação do AlNa e a imobilização dos corantes e, 

consequentemente, levou a este polímero ter menor estabilidade térmica, isso porque a 

introdução destes grupos hidrofílicos na cadeia da quitosana desorganiza sua estrutura 

semicristalina, tornando-a mais hidrofílica e termicamente instável (TSAI et al., 2010).  

b a 
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Figura 8 - Curvas de TG das amostras MQA-CB (linha vermelha), MQA-RB (linha preta), 

MQA-PR (linha azul) e MQA-RR (linha verde). 
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 Fonte: elaborada pela autora. 

 

Assim como as amostras de quitosana natural e o MQA, os MQA 

imobilizados com os ligantes corantes apresentaram os mesmos estágios térmicos. O 

primeiro estágio que varia aproximadamente de 30 a 235 °C é referente à evolução de 

água adsorvida no polímero. O segundo e mais importante foi entre 238 a 390 ºC, com 

temperatura máxima de degradação em torno de 300 ºC, melhor observado pela DTG 

(Figura 9), apresentando 46 % de perda de massa para MQA-CB, 47% para MQA-RB, 

45 % MQA-PR e 40 % para MQA-RR, referente à decomposição térmica cadeia 

polimérica. Há ainda um terceiro estágio que varia de 393 a 800 °C, melhor observado 

nas derivadas, com perda de massa correspondente a aproximadamente 12%, atribuídos 

à decomposição térmica do restante do material investigado.  

 

Figura 9 - Curva de DTG das amostras MQA-CB (a), MQA-RB (b), MQA-PR (c) e MQA-RR. 
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Fonte: elaborada pela autora. 
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4.1.1.3 Análise de DSC 

 

A caracterização estrutural dos materiais sintetizados ocorreu por meio de 

medidas de DSC e as curvas resultantes destas análises estão apresentadas a seguir. As 

curvas de DSC da QT e MQA, contidas na Figura 10, apresentam transição de primeira 

ordem e a formação de picos endotérmicos e exotérmicos podem ser claramente 

identificadas. A quitosana é um polímero semi-cristalino, e em função das forças de 

interação fortes (pontes de hidrogênio) inter e intra-moleculares em suas cadeias 

poliméricas esta não apresenta picos de transição vítrea (Tg), fusão (Tf) e cristalização 

(Tc) por DSC (LEE et al., 2000). Na curva da QT (Figura 10a), há um pico exotérmico 

próximo de 88 °C atribuído à evaporação de substâncias voláteis, como água ligada a 

pontes de hidrogênio com grupos hidroxila da quitosana e um pico endotérmico em 310 

ºC correspondente à decomposição da cadeia do polímero. Os dois processos estão 

coerentes com os eventos observados nas curvas TG e concordam com o que foi 

observado por Pereira e colaboradores (2013) que descreveu dois eventos térmicos para 

amostras de QT, sob N2 em curvas DSC. 

Na curva DSC das MQA (Figura 10b), pode-se observar que o pico 

endotérmico, correspondente à perda de substâncias voláteis como a água, foi deslocado 

para próximo de 130°C devido à incorporação do alginato de sódio, e aparece um 

pequeno pico exotérmico, 235 °C, correspondente a decomposição do AlNa. Foi 

encontrado um pico exotérmico em 301 °C o que pode ser atribuído à decomposição da 

c d 
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quitosana-alginato, demonstrando assim a interação entre a QT e o AlNa. Resultado 

semelhante foi encontrado por Gondim e colaboradores (2014). 

 

Figura 10 - Curva de DSC para quitosana pura (a) e MQA (b) 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Ao incorporar ligante corante na matriz polimérica quitosana-alginato 

(Figura 11 e Figura 12) pode-se observar que as duas curvas são significativamente 

diferentes, uma vez que os picos endotérmicos na faixa de 91 a 138 °C e 233 a 239 ºC 

são mais intensos e um pico exotérmico em torno de 297 ºC aparece, sugerindo que a 

imobilização dos corantes foi efetiva, levando à formação de um novo produto. 

  

Figura 11 - Curvas de DSC para os corantes MQA-CB (linha preta), MQA-RB (linha 

vermelha).  

50 100 150 200 250 300 350 400

-4

-3

-2

-1

0

1

110 °C

239 °C91 °C  

 

F
lu

x
o
 d

e 
ca

lo
r 

(m
W

)

Temperatura (°C)

297 °C

 



                                                                                                                                      53 

 

   

 

Figura 12 - Curvas de DSC para os corantes MQA-PR (linha preta) e MQA-RR (linha 

vermelha). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

4.1.1.4 Ponto de carga zero  

 

Os ensaios para a obtenção do ponto de carga zero proporcionaram conhecer 

o comportamento das cargas superficiais das amostras de adsorventes, sendo possível 

compreender os processos de dispersão e agregação na operação de adsorção. Foi 

realizado o teste de pHPCZ com a matriz MQA e com os corantes imobilizados. O pHPCZ 

foi calculado a partir da média aritmética dos pontos que se apresentaram constantes 

para o pH final e assim, se obter o gráfico referente aos materiais em estudo (Figura 13). 

 Os valores encontrados para os adsorventes utilizados estão dispostos na 

Tabela 5. O ponto de carga zero corresponde ao pH no qual a superfície da matriz se 

encontra com a carga líquida nula. Isso indica que em valores de pH inferiores ao PCZ 

do adsorvente, a superfície retém espécies H
+
 o que leva a uma carga positiva 

favorecendo a interação com cátions, enquanto em valores de pH superiores ao PCZ, a 

superfície das matrizes é carregada negativamente devido a liberação de H
+
, o que 

promove uma carga superficial negativa das matrizes em estudo por desprotonação dos 

grupos OH, favorecendo a afinidade por cátions. De acordo com a Tabela 5, as matrizes 

apresentarem um pHPCZ entre 6,3-7,4. Essa faixa de PCZ encontrada está de acordo com 

materiais à base de quitosana (JOUDI et al., 2020). 
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Figura 13 - Ponto de carga zero dos adsorventes sintetizados: MQA-CB (a), MQA-RB (b), 

MQA-RR (c), MQA-PR (d) e MQA (e). 
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Tabela 5 - Resultado dos ensaios da determinação do pHPCZ. 

Adsorventes Ponto de Carga Zero (PCZ) 

MQA 6,8 ± 0,14 

MQA-CB 7,2 ± 0,07 

MQA-RB 6,3 ± 0,25 

MQA-RR 7,4 ± 0,19  

MQA-PR 7,1 ± 0,11 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Para alcançar um bom desempenho durante a operação em leito fixo, é 

necessário que o adsorvente apresente resistência a condições drásticas de pH, força 

iônica e estabilidade química. Durante o período da análise do PCZ, o adsorvente 

MQA-PR não apresentou estabilidade na faixa de pH 8,0 - 11,0. Nestes pHs ocorreu o 

desprendimento do ligante corante, evidenciando que em pH mais elevado o MQA-PR 

não é aconselhável seu uso. Com o MQA, em pH 2,0 a matriz foi totalmente 

solubilizada e em pH 3,0 e 4,0 as microesferas compósitas quitosa-alginato perderam 

seu formato devido ao seu elevado intumescimento. Foi demonstrado que a solubilidade 

da quitosana ocorre na faixa de um grau de protonação α ≈ 0,5 e que pK0 6 (RINAUDO 

e DESBRIÈRES 1999; JOUDI et al., 2020) 

 

4.1.3 Ensaios em batelada 

 

4.1.3.1 Efeito do pH e tampão 

 

As condições sob as quais os experimentos de adsorção de proteínas são 

conduzidos têm uma influência decisiva no comportamento de adsorção. Os principais 

parâmetros externos são temperatura, pH, força iônica e composição do tampão 

biológico (RABE et al., 2011). Nesse estudo, todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. De acordo com os resultados apresentados por Gondim e colaboradores 

(2014), os parâmetros de concentração (25 mM) e temperatura (22 °C) foram fixados e 

foi investigado o parâmetro pH em uma faixa de 5,5 – 8,6. A Figura 14 apresenta o 

efeito do pH e tipo de tampão na adsorção de IgG nos microesferas compósitas 

quitosana-alginato com ligantes corantes imobilizados. 
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Como mencionado anteriormente, a adsorção de proteínas por cromatografia 

de afinidade é bastante influenciada pelo ponto isoelétrico (pI) da proteína, pH na qual a 

carga da proteína é neutra e portanto, as interações proteína-proteína são minimizadas. 

Dessa maneira, as proteínas tendem a interagir mais facilmente com os ligantes de 

afinidade, proporcionando normalmente elevadas quantidades adsorvidas.  

A Figura 14 apresenta os resultados do estudo dos tampões e pH. Foi 

verificado que a capacidade máxima de adsorção de IgG foi alcançada com tampão 

fosfato de sódio pH 6,5 para MQA-CB (a) (161,12 m/g), Tris/HCl pH 7,2 para o MQA-

RB (b) (160,61 mg/g) e FOS pH 6,0 para o MQA-PR (c) (160,46 mg/g) e MQA-RR (d) 

(175,21 mg/g). A IgG apresenta uma faixa de pI de 6,3 à 9,0 devido a presença de 

diferentes subclasses (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) (BRESOLIN et al., 2010), o que leva 

uma parcela das proteínas no pH 6,3 a 7,2 apresentar uma carga líquida neutra, já outras 

subclasses possuem carga positiva (pI entre 7,5 - 9,0). Todos os pHs onde a maior 

capacidade de adsorção foi alcançada, estão muito próximos ao pI da IgG. Além disso, 

essas interações entre corante e IgG podem resultar não apenas dos estados de ionização 

de vários grupos nas cadeias laterais dos corantes e aminoácidos da IgG, mas também 

do estado conformacional das moléculas de proteína nesse pH (RABE et al., 2011). 

Segundo Dogan e colaboradores (2012), interações específicas podem 

resultar num efeito cooperativo de diferentes mecanismos, tais como interações 

hidrofóbicas e/ou efeitos de troca iônica, causados pelas várias estruturas aromáticas, 

grupos amino básicos e grupos de ácido sulfônico dos corantes e a cadeia lateral de 

grupos aminos da molécula da IgG. 

 

Figura 14 - Efeito da adsorção de IgG (0,75 mg/mL) com a variação do pH e tampões (25 mM) 

para o MQA-CB (a), MQA-RB (b), MQA-PR (c) e MQA-RR (d). 
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         Fonte: elaborada pela autora.  

  

Pode-se verificar que a quantidade adsorvida de IgG diminuiu a valores de 

pH inferiores e superiores ao pH de maior adsorção de IgG, o que poderia ter sido 

ocasionado pelo estado de ionização da IgG e forças eletrostáticas repulsivas entre a 

IgG e as moléculas de corante. Pode-se observar também, que a capacidade máxima de 

adsorção ficou muito similar para todas as matrizes com corantes imobilizados, com 

exceção do MQA-RR, que pode ser atribuído a maior disponibilidade de sítios 

disponíveis para interação devido a sua estrutura molecular (Mw = 1569,68 g/mol). 

Esse fato pode ter contribuído para uma melhor adsorção em todos os tampões 

estudados utilizando a MQA-RR.  

Gondim (2012) imobilizou os corantes Cibacron Blue F3GA, Reactive 

Green 5 e Reactive Blue 4 em matriz de quitosana/alginato epoxilado visando a 

purificação de IgG. Foi alcançada uma maior capacidade de adsorção de IgG com o 

tampão HEPES pH 6,8 para os corantes Cibacron Blue F3GA (76,56 mg/g) e Reactive 

Green 5 (72,58 mg/g) e o tampão MOPS pH 6,8 para o Reactive Blue 4 (73,33 mg/g). 

Em outro estudo, Gondim e colaboradores (2012) utilizaram a mesma matriz com o 

Cibacron Blue F3GA imobilizado para purificação de IgG. Foi investigado o efeito do 

pH 6,0 – 8,0 no tampão fosfato de sódio (25mM) na adsorção de IgG. Observou-se que 

a adsorção máxima de IgG ocorreu em pH 6,0 (quantidade adsorvida: cerca de 43,34 mg 

proteína/g) enquanto o aumento do pH diminuiu a adsorção. Os autoraes atribuíram que 

a interação eletrostática do ligante corante, que tende a ser carregado negativamente e a 

IgG em pH 6,0 tem carga líquida total positiva.  
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Diferentemente do resultado encontrado nesse estudo, Gondim (2017) 

observou uma quantidade de IgG adsorvida elevada no sistema em que a proteína IgG 

foi diluída com o tampão TRIS-HCl 25 mM (pH 7,2) que proporcionou quantidades de 

IgG adsorvidas de 80,0 e 120,0 mg/g, respectivamente com a matriz quitosana/alginato 

imobilizado com o corante Reactive Red 120 (QAE-RV120) e o Procion Red MX-5B 

(QAE-PR-MX). A adsorção de IgG quando a proteína estava diluída em tampão HEPES 

(pH 6,8) também foi expressiva, com valores próximos de 70,0 e 120,0 mg/g, 

respectivamente com QAE-RV120 e QAE-PR-MX. 

 

4.1.3.2 Efeito da massa de adsorvente 

 

A fim de verificar a menor quantidade de matriz necessária para os ensaios 

de adsorção, foram realizados ensaios com quantidades variáveis de MQA-CB, MQA-

RB, MQA-RR e MQA-PR empregando de 5 a 25 mg. O teste foi realizado em triplicata 

e os resultados obtidos são mostrados na Figura 15. Podemos observar que o melhor 

resultado para todos os adsorventes em estudo foi obtido com a massa de 5 mg.  

 

Figura 15 - Adsorção de IgG em MQA-CB (FOS pH 6,5), MQA-RB (Tris/HCl pH 7,2), MQA-

RR (FOS pH 6,0) e MQA-PR (FOS pH 6,0) sob influência de diferentes massas de adsorvente. 

(concentração inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h). 
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Fonte: elaborada pela autora. 
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Apesar de o gráfico mostrar que a adsorção diminui com adição de maiores 

quantidades de adsorvente, é importante ressaltar que os resultados em questão estão 

apresentados em função da massa, parâmetro variável do ensaio. Para uma melhor 

visualização e interpretação dos resultados, multiplicou-se as quantidades adsorvidas 

pela massa utilizada no ensaio, obtendo-se assim a massa total de IgG adsorvida (em 

miligramas), conforme mostrado na Figura 16. A partir deste, é possível observar que a 

massa adsorvida de IgG é maior para menores quantidades de massa de matriz, o que 

nos permite concluir que é mais vantajoso utilizar a massa de 5 mg por resultar em 

menor gasto do material e que também proporciona uma maior quantidade de adsorção.  

 

Figura 16 - Massa adsorvida de IgG em MQA-CB (FOS pH 6,5), MQA-RB (Tris/HCl pH 7,2), 

MQA-RR (FOS pH 6,0) e MQA-PR (FOS pH 6,0) sob influência de diferentes massas de matriz 

cromatográfica. (concentração inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h)  
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

4.1.3.3 Cinética e Isoterma de adsorção  

 

Os experimentos de cinética e isoterma de equilíbrio foram realizados nas 

condições de pH que promoveram a maior quantidade adsorvida, ou seja, no tampão 

fosfato de sódio pH 6,0 para o MQA-RR e MQA-PR, tampão Tris/HCl pH 7,2 para 

MQA-RB e fosfato de sódio pH 6,5 para o MQA-CB. Todos os tampões biológicos 



                                                                                                                                      60 

 

   

 

foram preparados com força iônica de 25 mM e os experimentos foram realizados em 

triplicata. 

Para interpretar como ocorre a adsorção em diferentes tempos de contato 

entre proteína-adsorvente foram obtidas as curvas de cinética de adsorção. A partir da 

análise da Figura 17 foi observado um decaimento na concentração de IgG relativamente 

lento, mas de maneira eficaz, para todos os adsorventes estudados. Nota-se, também, 

que a partir de 300 min o decaimento torna-se ainda mais lento e nos minutos seguintes 

as concentrações alcançam o equilíbrio evidenciando uma considerável taxa de adsorção 

nas matrizes cromatográficas.  

 
Figura 17 - Cinética de adsorção de IgG em MQA-CB (FOS pH 6,5), MQA-RB (Tris/HCl pH 

7,2), MQA-RR (FOS pH 6,0) e MQA-PR (FOS pH 6,0) (concentração inicial de 1,0 mg/mL, 

massa de adsorvente 5 mg). 
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Para MQA-CB e MQA-RR, foi alcançado um tempo de equilíbrio 360 min. 

Para o MQA-PR o tempo de equilíbrio foi alcançado em menor tempo (240 min) e para 

o MQA-RB foi alcançado em 420 min. Esses diferentes tempos de equilíbrio podem ser 

atribuídos a mecanismos difusionais, levando em conta a estrutura molecular dos 

ligantes corantes e os grupos funcionais presentes na superfície da matriz que podem ter 

retardado ou acelerado o processo de adsorção.  

Com o tempo de equilíbrio definido, os ensaios de isotermas de adsorção 

foram iniciados a fim de obter as quantidades máximas de IgG adsorvida em cada uma 

das matrizes analisadas. Para fins comparativos, os ensaios de isoterma de adsorção 

foram realizados, também, com o MQA sem a imobilização dos corantes em todas as 

condições realizadas para cada MQA imobilizado com o corante, assim, será possível 

avaliar a influência da incorporação do ligante corante na matriz polimérica do 

compósito quitosana-alginato. Para facilitar a interpretação, foi designado MQA
CB

 para 

as isotermas com a matriz MQA nas mesmas condições experimentais realizadas com 

MQA-CB; MQA
RB

 para as isotermas realizadas com o MQA nas mesmas condições 

experimentais executadas com MQA-RB e, de forma análoga, MQA
RR

 e MQA
PR

 para 

as isotermas utilizando a matriz MQA nas mesmas condições experimentais realizadas 

com MQA-RR e MQA-PR, respectivamente.  

Neste trabalho as isotermas foram representadas pela equação de ajuste de 

Langmuir aos dados experimentais por meio de um algoritmo não linear (Origin Lab. 

8.0). Comparando-se os dados experimentais com o ajuste feito a partir da Equação 2, 

observa-se que a equação de ajuste reproduziu satisfatoriamente os dados experimentais 

de isoterma de IgG nas matrizes de pseudoafinidade estudadas, onde valores de R
2
 

foram próximos da unidade, indicando boa aceitação dos dados experimentais. 

Na Figura 18, pode-se verificar que para a MQA
CB

 em baixas concentrações 

de proteína, se obtém uma elevada quantidade adsorvida e para concentrações mais altas 

atinge-se um platô, com uma capacidade de adsorção de 136,17 mg/g de IgG pela 

isoterma de Langmuir. Este resultado mostra que a incorporação do ligante corante 

Cibacron Blue F3GA aumentou significativamente a adsorção de IgG, com uma 

capacidade máxima de adsorção de 625,28 mg/g para Langmuir, mostrando-se 

vantajoso a utilização, neste caso, do corante ligante CB em processos de adsorção por 

pseudoafinidade. Além disso, pode considerar que a incorporação do CB além de 
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favorecer a adsorção proteína-adsorvente, pode prevalecer outros mecanismos de 

reações, visto que apresentou uma maior quantidade adsorvida. 

 

Figura 18 - Isotermas de adsorção de IgG (concentrações de 0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 

6,0 mg/mL) em MQA-CB e MQA
CB

 usando o tampão FOS pH 6,5 (25 mM) e tempo de 

adsorção de 6 h (massa de adsorvente de 5 mg). Equações de ajustes de Langmuir. 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Gondim e colaboradores (2014) usaram uma matriz de quitosana/alginato 

epoxilado imobilizado com corante Cibacron Blue F3GA (E-Ch/Al-Cibacron) para 

adsorção de IgG e verificaram que a melhor equação de ajuste foi de Langmuir-

Freundlich (R
2 

0,99) e uma capacidade de adsorção de 117,5 mg/g de IgG. Este 

resultado está bem menor ao encontrado nesse trabalho, podendo ser atribuído à 

otimização do adsorvente, uma vez que foi conseguido obter microesferas compósita 

com formas bem definidas (esféricas) e mais resistentes.  

Foi realizado, também, um estudo de isoterma utilizando somente a solução 

de proteína IgG (sem a presença das matrizes), a fim de se verificar se nas condições 

estudadas (concentrações de IgG de 1,0 – 5,0 mg/mL) havia precipitação da proteína 

nos tampões e pH em estudo. Foi observado que na concentração de 5,0 mg/mL de IgG 

nos tampões Tris/HCl pH 7,2 e no FOS pH 6,5 houve uma leve precipitação da IgG, 

3,5% e 5%, respectivamente. Isso pode acontecer porque a capacidade de interação com 

as partículas de soluto é diferente para cada solvente devido a constante dielétrica, além 

disso, pode ter ocorrido precipitação isoelétrica, que pode ter reduzido a repulsão 
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eletrostática proteína-proteína e causando a precipitação por conta do ponto isoelétrico 

da proteína (DORAN, 2013). 

A Figura 19 ilustra o perfil adquirido para as matrizes MQA-RB e da 

MQA
RB

, bem como o ajuste do modelo. De acordo com os resultados, verificou-se que 

a isoterma obtida apresentou comportamento favorável, indicando que grandes 

quantidades adsorvidas podem ser obtidas com baixas concentrações de IgG na solução. 

Além disso, observa-se que nas concentrações 2 e 3 mg/mL já ocorre a saturação do 

MQA
RB

. Portanto, a imobilização do corante Reactive Blue 4 aumentou 

significativamente a adsorção de IgG. O modelo de ajuste Langmuir adequou 

satisfatoriamente aos dados experimentais do MQA-RB e MQA
RB

 (Tabela 6), com 

capacidade máxima de adsorção (qm) superior ao encontrado por Gondim (2012). Este 

obteve valores de qm de 192 mg/g para Langmuir, usando matriz de quitosana/alginato 

epoxilado imobilizado com o corante Reactive Blue 4 em tampão HEPES pH 6,8.  

 

Figura 19 - Isotermas de adsorção com IgG (0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mg/mL) em 

MQA-RB e MQA
RB

 usando o tampão TRIS/HCl pH 7,2 (25 mM) e tempo de adsorção de 7 h 

(massa de adsorvente de 5 mg). Equações de ajustes de Langmuir 
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Fonte: elaborada pela autora. 
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Tabela 6 - Parâmetros de ajuste obtidos através do modelo de Langmuir (L) para 

adsorção de IgG em MQA-CB e MQA
CB

 utilizando tampão Fosfato pH 6,5 (25 mM) e 

em  MQA-RB e MQA
RB

 utilizando tampão Tris/HCl pH 7,2 (25 mM). 

Parâmetros MQA-CB  MQA
CB

  MQA-RB  MQA
RB

  

qm (mg/g) 625,28 ± 31,32 136,17 ± 4,19 1022,17 ± 43,74 298,61 ± 8,45 

kD (mol/L) 1,59x10
-5

 ± 0,61 3,38x10
-6

 ± 0,06 1,50x10
-5

 ± 0,54 4,43x10
-6

 ± 0,01 

R
2
 0,97 0,98 0,98 0,99 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

O modelo de Langmuir se ajustou aos dados experimentais para MQA-RR e 

MQA-PR conforme pode ser observado nas Figuras 20 e 21.  De acordo com o 

parâmetro de qm, o ligante Reactive Red 120 proporcionou uma quantidade de IgG 

adsorvida superior em relação ao Procion Red MX-5B. Foi encontrado um qm para o 

modelo de Langmuir de 718,57 mg/g e de 698,38 mg/g para o MQA-RR e MQA-PR, 

respectivamente. O MQA sem a imobilização do corante e nas condições dos ensaios do 

MQA-RR e da MQA-PR apresentou afinidade por IgG, entretanto com uma adsorção de 

573,75 mg/g. Portanto, imobilização dos corantes aumentou significativamente a 

adsorção de IgG.  

 

Figura 20 - Isotermas de adsorção com IgG (0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mg/mL) em 

MQA-RR e MQA
RR

 usando o tampão FOS pH 6,0 (25 mM) e tempo de adsorção de 6 h (massa 

de adsorvente de 5 mg). Equações de ajustes de Langmuir. 
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Fonte: elaborada pela autora.  
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Li e colaboradores (2014) utilizaram o corante Reactive Red 120 como um 

corante-ligante de afinidade para modificar a superfície de microesferas magnéticas de 

quitosana para melhorar a capacidade de adsorção de lisozima. Uma quantidade de 

adsorção aumentada de 116,9 mg/g de lisozima em microesferas modificadas Reactive 

Red 120 foi alcançada em comparação com 24,6 mg/g em microesferas magnéticas de 

quitosana não modificadas. A equação de Langmuir se ajustou melhor aos dados 

experimentais, com a capacidade máxima de adsorção calculada a partir da equação de 

Langmuir foi de 144,9 mg/g. Os resultados aqui encontrados são superiores ao 

encontrados na literatura com a utilização de ligantes corantes (GONDIM et al., 2012; 

GONDIM et al., 2014; ZHANG et al., 2016; DOU et al., 2018). 

 

Figura 21 - Isotermas de adsorção com IgG (0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mg/mL) em 

MQA-PR e MQA
PR

 usando o tampão FOS pH 6,0 (25 mM) e tempo de adsorção de 4 h (massa 

de adsorvente de 5 mg). Equações de ajustes de Langmuir. 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Um dos parâmetros relevante nos ensaios de isotermas é o kD, onde se avalia 

o quão forte é a ligação entre a proteína e o adsorvente, e quanto menor o valor desta 

constante maior a interação entre proteína-adsorvente. Os valores de kD para todas as 

matrizes com os corantes imobilizados foram na ordem de 10
-5 

e 10
-6

 mol/L (Tabela 6 e 

7). Neste caso, os ligante corantes imobilizados apresentaram afinidade para IgG com 

uma constante de dissociação que está dentro da faixa de 10
−4

 a 10
−8

 mol/L e adequado 

para um ligante pseudobioespecífico (VIJAYALAKSHM, 1989). Além disso, De 
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acordo com esses resultados, podemos afirmar que a imobilização dos corantes 

diminuiu a heterogeneidade, uma vez que o modelo de Langmuir baseia-se na hipótese 

de homogeneidade da adsorção, tais como locais de adsorção igualmente disponíveis, 

cobertura de superfície em monocamada e ausência de interação entre espécies 

adsorvidas (NIE e ZHU, 2007).  

 

Tabela 7 - Parâmetros de ajuste obtidos através do modelo de Langmuir (L) para adsorção de 

IgG em MQA-PR, MQA-RB e MQA
 
utilizando tampão Fosfato pH 6,0 (25 mM). 

Parâmetros MQA-PR  MQA-RR MQA
*
 

qm (mg/g) 698,38 ± 60,46 718,57 ± 35,32 573,75 ± 61,19 

kD (mol/L) 1,99x10
-5

 ± 0,59 1,71x10
-5

 ± 0,29 1,29x10
-5

 ± 0,50 

R
2
 0,98 0,99 0,96 

* Isoterma com a matriz sem a imobilização de corantes em tampão FOS pH 6,0. 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

4.1.3.4 Ensaios de adsorção com mistura IgG/HSA 

 

A fim de verificar a seletividade dos ligantes corantes para adsorção de IgG, 

foram realizados ensaios de adsorção com misturas de IgG de alta pureza com HSA em 

diferentes proporções e, as análises qualitativas foram realizadas por meio de 

eletroforeses. Na análise quantitativa, realizada por meio de metodologia por Bradford 

(1976), foram obtidos resultados referentes à quantidade total de proteína adsorvida em 

cada ensaio, não se podendo distinguir quantitativamente cada componente. 

A Figura 22 mostra a adsorção de uma mistura binária de HSA e IgG em 

diferentes proporções de IgG (0, 25, 50, 75 e 100%) usando MQA-CB e MQA
CB

. A 

partir do gráfico, observa-se um comportamento semelhante aos das isotermas, em que a 

matriz com o ligante corante imobilizado demonstrou superioridade de quantidade 

adsorvida. A MQA-CB adsorveu mais HSA do que a MQA
CB

, podendo ser atribuído à 

atração eletrostática da proteína e o corante. Em pH 6,5 a HSA possui carga líquida total 

negativa e pode interagir principalmente com as cargas positivas (PCZ do MQA-CB 

7,2) do corante-ligante por interações eletrostáticas. Apesar de não ser tão seletivo para 

a IgG, o material pode ser aplicado em etapas anteriores ao fracionamento do plasma 

sanguíneo.  



                                                                                                                                      67 

 

   

 

Figura 22- Adsorção em batelada da mistura IgG e HSA utilizando MQA-CB (cinza) e MQA
CB

 

(preto) com diferentes proporções de IgG (Massa de adsorvente = 5 mg, Duração = 6 h, tampão 

fosfato pH 6,5, 1,0 mg/mL de IgG/HSA). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Os resultados das eletroforeses das matrizes MQA-CB e MQA
CB

 estão 

apresentados na Figura 23, onde foi utilizada a seguinte identificação: marcador de peso 

molecular (P), amostra inicial do ensaio com mistura n% IgG (i) e amostra final do 

ensaio com mistura n% IgG (f). Pode ser observadas que ambas as proteínas foram mais 

adsorvidas na matriz MQA-CB, porém a IgG foi obteve maior seletividade.  

 

Figura 23 - Eletroforese SDS-PAGE da adsorção em batelada da mistura de IgG e HSA (1 

mg/mL) empregando MQA-CB e MQA
CB

 com diferentes proporções de IgG (0%, 25%, 50%, 

75% e 100%) (Massa de adsorvente = 5 mg, Duração = 6 h, tampão fosfato pH 6,5, 1,0 mg/mL 

de IgG/HSA). 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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Analisando os resultados da Figura 24 é possível verificar que a matriz de 

pseudoafinidade com a imobilização do corante RB apresenta seletividade para a IgG, 

uma vez que o decréscimo na intensidade das bandas da IgG nas amostras finais é 

relativamente superior ao decréscimo verificado nas bandas referentes a HSA, e que há 

um crescimento linear de adsorção de IgG até os 75% e na concentração 100% de IgG 

há um salto na adsorção. Portanto, a presença de HSA dificulta a adsorção de IgG, 

podendo ser atribuído pela competição por sítios de ligação entre proteína-adsorvente.   

De acordo coma Figura 25 o corante RB se mostrou seletivo para IgG, uma 

vez que a matriz MQA adsorveu menos IgG quando esta estava em concentração 100% 

(sem a HSA).  

 

Figura 24 - Adsorção em batelada da mistura IgG e HSA utilizando MQA-RB (cinza) e MQA
RB

 

(preto) com diferentes proporções de IgG (Massa de adsorvente = 5 mg, Duração = 7 h, tampão 

Tris/HCl pH 7,2, 1,0 mg/mL de IgG/HSA). 
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Fonte: elaborada pela autora. 
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Figura 25 - Géis de eletroforese da adsorção em batelada da mistura de IgG e HSA (1 mg/mL) 

empregando MQA-RB e MQA
RB

 com diferentes proporções de IgG (0%, 25%, 50%, 75% e 

100%) (Massa de adsorvente = 5 mg, Duração = 7 h, tampão Tris/HCl pH 7,2, 1,0 mg/mL de 

IgG/HSA). 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Como o tampão FOS pH 6,0 (25 mM) foi o tampão de maior adsorção nos 

estudos para as matrizes MQA-PR e MQA-RR e,  como as matrizes MQA
PR

 e MQA
RR

 

trata-se da matriz sem a imobilização de corantes (MQA) nas condições de estudo da 

MQA-RR e MQA-PR, respectivamente, os resultados dos ensaios da mistura da 

IgG/HSA serão apresentados juntos.  

Na Figura 26 observa-se que o monocomponente HSA proporcionou menor 

adsorção para as matrizes com os corantes imobilizados comparados com a MQA e, que 

a presença de HSA na mistura proporcionou menor quantidade adsorvida de IgG, visto 

que quando se utilizou o monocomponente IgG houve uma elevada adsorção com todas 

as matrizes, com destaque para MQA-PR e MQA-RR, mostrando a seletividade dos 

corantes imobilizados. Nesse caso, uma provável competição pelos poros das matrizes 

deve estar ocorrendo, porém a IgG está sendo adsorvida preferencialmente, como 

mostram os resultados da eletroforese (Figura 27 Figura 28). Provavelmente, devido às 

significantes repulsões eletrostáticas entre as cargas de mesmo sinal entre as matrizes e 

HSA, pois ambas apresentaram carga superficial negativa. 
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Figura 26 - Adsorção em batelada da mistura IgG e HSA utilizando MQA-RR, MQA-PR e 

MQA com diferentes proporções de IgG (Massa de adsorvente = 5 mg, Duração = 6 h, tampão 

FOS pH 6,0, 1,0 mg/mL de IgG/HSA). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 27 - Eletroforese SDS-PAGE da adsorção em batelada da mistura de IgG e HSA (1 

mg/mL) empregando MQA-RR e MQA-PR com diferentes proporções de IgG (0%, 25%, 50%, 

75% e 100%) (Massa de adsorvente = 5 mg, Duração = 6 h, tampão FOS pH 6,0, 1,0 mg/mL de 

IgG/HSA). 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora.  
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Figura 28 - Eletroforese SDS-PAGE da adsorção em batelada da mistura de IgG e HSA (1 

mg/mL) empregando MQA com diferentes proporções de IgG (0%, 25%, 50%, 75% e 100%) 

(Massa de adsorvente = 5 mg, Duração = 4 h, tampão fosfato pH 6,0, 1,0 mg/mL de IgG/HSA). 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

Avaliando-se todas as matrizes pode-se verificar um mesmo comportamento 

frente ao monocomponente HSA. Esse resultado pode-se, também, ser atribuído ao 

efeito de impedimento estérico devido às possibilidades de interações moleculares na 

solução e na superfície do adsorvente, no qual há uma diferença de quantidades 

adsorvidas à medida que aumenta a proporão de uma proteína em relação à outra. Além 

disso, outra explicação refere-se às forças de repulsão entre as cargas da molécula de 

BSA possivelmente tenham causado um auto impedimento estérico. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Dahman e Jayasuriya (2013) e por Gondim (2017). 

Confirmou-se através desse ensaio de mistura binárias com IgG/HSA que 

todos os adsorventes com corantes imobilizados apresentaram elevada interação por 

IgG, entretanto considerável HSA foi adsorvida. Tais resultados mostraram que nessas 

condições estudadas os adsorventes são mais indicados para ensaios com propósito de 

uma pré-purificação de IgG, podem vir a serem bons adsorventes em etapas 

intermediárias na purificação de IgG. 

Contudo, os estudos realizados nessa sessão podem proporcionar condições 

de otimização para o uso de matriz de pseudoafinidade com ligantes corantes. Ao fazer 

uma comparação geral podemos observar, nitidamente, que o aperfeiçoamento da 

síntese das microesferas compósitas de quitosana-alginato proporcionaram uma elevada 

quantidade adsorvida de IgG, mesmo não sendo realizada em condições otimizadas. E a 

inserção dos corantes ligantes favoreceram a adsorção de IgG.  
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4.1.4 Ensaio em leito fixo 

 

Com o propósito de investigar o potencial das matrizes cromatográficas na 

adsorção seletiva de IgG humana, foram realizados ensaios com amostras de soro 

humano. Mediante os ensaios preliminares foi constatado que ao utilizar condições de 

eluição contendo NaCl e/ou NaOH ocorreu o desprendimento do corante Procion Red 

MX-5B, o que já estava previsto pelo resultado da análise de ponto de carga zero. 

Portanto a matriz com o corante imobilizado Procion Red MX-5B não foi utilizada para 

os ensaios em leito fixo. 

Gondim (2017) realizou estudos com a matriz quitosana/alginato epoxilado 

imobilizado com o corante Procion Red MX-5B em sistema de leito fixo. Foi 

conseguido uma considerável afinidade do ligante pela biomolécula IgG, cerca de 80% 

da massa total injetada na coluna foi adsorvida, com uma quantidade de IgG retida, em 

massa, 7,54 mg na matriz estudada. Estudos para melhorar a imobilização do corante 

RR na matriz MQA é necessário serem realizados.  

Para se confirmar o potencial uso dessas matrizes de pseudoafinidade para 

purificação de IgG humana, novos ensaios em sistema cromatográfico foram 

necessários serem realizados. Para uma otimização na etapa de eluição, foi utilizada 

uma concentração do tampão de eluição de 50 mM + NaCl 1M. Como é de 

conhecimento, o soro humano contém além de HSA e IgG outras proteínas, portanto foi 

realizado ensaios com os três tampões que mais se destacaram nos ensaios em batelada. 

Deste modo, para a matrizes MQA-CB foram realizadas corridas cromatográficas com 

os tampões Tris/HCl pH 7,2, FOS pH 6,5 e HEPES pH 6,8; para o MQA-RB os 

tampões Tris/HCl pH 7,2, FOS pH 7,0 e HEPES pH 6,8; o MQA-RR Tris/HCl pH 7,2, 

FOS pH 6,0 e HEPES pH 6,8. 

A Figura 29 apresenta os perfis cromatográficos com MQA-CB nas 

amostras de soro humano diluído em TRIS-HCl pH 7,2, FOS pH 6,5 e HEPES pH 6,8 

na concentração de 25 mM. O volume de injeção definido foi de 5 mL e as amostras 

injetadas na coluna com o soro humano foram diluídas no tampão de adsorção 

proporcionando amostras com concentrações em torno de 2,0 mg/mL. Conforme é 

possível observar, o tampão que mais adsorveu proteínas foi o HEPES pH 6,8 (11,71%) 

seguido pelo FOS pH 6,5 (7,1%), verificado pela presença de dois picos 

cromatográficos representando as proteínas que não foram adsorvidas (pico 1) e as 
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proteínas dessorvidas na eluição (pico 2). O tampão Tris/HCl pH 7,2 quase não houve 

adsorção das proteínas, diferentemente do resultado em batelada. Como falado 

anteriormente, a presença de outras proteínas podem ter provocado um impedimento 

estérico, o que pode ter ocasionado essa menor retenção de proteínas na MQA-CB.  

 

Figura 29 - Perfis cromatográficos com soro humano (SH) diluído em diferentes tampões na 

concentração de 2 mg/mL a uma vazão de 0,5 mL/min utilizando a matriz MQA-CB. Condições 

operacionais: Adsorção: Tampão em 25 mM; Eluição: Tampão 50 mM + NaCl 1 M. Etapas: 

Adsorção (A): Lavagem (L); Eluição (E) e Regeneração (R). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Gondim et al. (2014) usando o mesmo corante CB e mesmo tampão, 

HEPES pH 6,8 (25mM), visando a purificação de IgG a partir do soro humano, 

obtiveram uma capacidade de adsorção recuperada de 4,3% nos ensaios 

cromatográficos, onde também foi encontrado uma considerável adsorção de HSA. 

Portanto, o ligante CB estudado no presente trabalho apresentou resultados na adsorção 

de IgG superiores aos da literatura utilizando a mesma matriz de MQA. Essa maior 

retenção das proteínas pode ser atribuído à otimização da síntese dessas matrizes. 

A Figura 30 apresenta as eletroforeses das amostras selecionadas nos 

ensaios cromatográficos realizados com a matriz MQA-CB com soro humano. A partir 

das amostras de adsorção pode-se observar, para todos os tampões estudados, a presença 

principal de HSA, indicando que está proteína não apresentou tanta seletividade pela 

matriz cromatográfica MQA-CB, uma vez que é possível observar uma pequena 
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presença de HSA no perfil eletroforético da eluição. O tampão HEPES pH 6,8, o qual 

houve maior pico de retenção de proteínas, verifica-se uma predominância de adsorção 

de IgG, entretanto, também, foi adsorvido outras proteínas e HSA. Constata-se nesse 

pico, uma coeluição das proteínas IgG e HSA, o que pode estar associado ao modo de 

eluição utilizado, visto que no modo isocrático trabalha-se somente em uma condição 

fixa de concentração salina e/ou pH. O mesmo ocorreu com o tampão FOS pH 6,5.  

Já para o tampão Tris/HCl pH 7,2, os resultados da eletroforese (Figura 30b) 

corroboram com os resultados do ensaio da mistura HSA/IgG, onde a presença da 

proteína HSA diminuiu a adsorção de IgG, e com o soro humano, devido maior 

presença de HSA e de outras proteínas, pode ter ocasionado uma menor adsorção de 

IgG. Portanto, pode-se observar a forte influência do tipo e pH dos tampões na adsorção 

de IgG. 

 

Figura 30 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatográficos em 

matriz MQA-CB com o soro humano diluído em tampão FOS 25 mM pH 6,5 (a); Tris/HCl 

25mM pH 7,2 (b) e HEPES 25 mM pH 6,8 (c) em géis de acrilamida na concentração de 7,5%. 

Pontos coletados: P: Padrão de alto peso molecular; A: amostra de soro humano; I: Adsorção; 

L: Lavagem; E: Eluição; R: Regeneração; IgG: Imunoglobulina do tipo G. 
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(c) 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

A Figura 31 ilustra o perfil cromatográfico obtido para a amostra de soro 

humano utilizando a matriz MQA-RB. Nota-se que a matriz cromatográfica reteve 

baixas quantidades de proteínas para todos os tampões em estudo, entretanto apenas 

com as análises pela eletroforese poderá ser confirmada qual proteína foi retida em 

maior proporção. Vale salientar que os ligantes corantes são classificados de média 

afinidade.   
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Figura 31 - Perfis cromatográficos com soro humano (SH) diluído em diferentes tampões na 

concentração de 2 mg/mL a uma vazão de 0,5 mL/min utilizando a matriz MQA-RB. Condições 

operacionais: Adsorção: Tampão em 25 mM; Eluição: Tampão 50 mM + NaCl 1 M. Etapas: 

Adsorção (A): Lavagem (L); Eluição (E) e Regeneração (R). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

De acordo com as Figura 31 e Figura 32a, pode-se observar a presença de 

apenas um picos na etapa de eluição para o tampão FOS pH 7,0. Houve uma adsorção 

seletiva por domínios específicos da IgG, onde praticamente nada foi observado de 

impurezas (HSA). Logo, confirma-se que a matriz, no tampão em estudo, realmente 

apresentou considerável afinidade com a proteína IgG. Portanto, o corante RB atua 

como um ligante de média afinidade possibilitando uma forte interação entre o ligante e 

a proteína alvo e pode vir a ser utilizado como fase estacionária na purificação de IgG 

humana. Vale ressaltar que esse tampão e pH não foi o que obteve maior adsorção nos 

estudos em batelada.  

Em relação às amostras da eluição para os ensaios com o MQA-RB com o 

tampão Tris/HCl pH 7,2 e o HEPES pH 6,8 (Figura 32b e c) foi possível observar que a 

IgG não foi a principal proteína adsorvida. Esses dados corroboram com o ensaio de 

adsorção da mistura IgG/HSA que foi demonstrado que a MQA-RB apresenta 

considerável interação por IgG e HSA. Gondim e colaboradores (2012) observaram, a 

partir de análises de eletroforeses, presença de certas impurezas, dentre elas a HSA, nas 

frações de eluição. Porém, as frações de eluição foram enriquecidas em termos do teor 
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de IgG em comparação com as bandas de proteína apresentadas na injeção. Uma 

otimização no processo cromatográfico poderia melhorar a presenças de impurezas. 

 

Figura 32 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatográficos em 

matriz MQA-RB com o soro humano diluído em tampão FOS 25 mM pH 7,0 (a); Tris/HCl 

25mM pH 7,2 (b) e HEPES 25 mM pH 6,8 (c) em géis de acrilamida na concentração de 7,5%. 

Pontos coletados: P: Padrão de alto peso molecular; A: amostra de soro humano; I: Adsorção; 

L: Lavagem; E: Eluição; R: Regeneração; IgG: Imunoglobulina do tipo G. 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

De acordo com Figura 33 pode-se verificar um elevado pico durante a etapa 

de lavagem, evidenciando as proteínas do soro que não foram adsorvidas nos três 

tampões estudados com a matriz MQA-RR. Nas etapas da eluição para os três trampões 

verificou-se quantidades de proteínas adsorvidas superiores para o FOS pH 6,0, 

corroborando com os resultados obtidos nos ensaios em batelada. Para o ensaio com 

Tris/HCl pH 7,2 apenas 1,40% de massa injetada ficou retida na matriz MQA-RR. Esse 

resultado está bem abaixo do que o estudo realizado por Gondim (2017), onde foi 

conseguido utilizando o mesmo corante e o mesmo tampão de diluição para o soro 

humano, cerca de 4% de massa retida. Tal resultado pode ser efeito das condições do 

processo, tai como diluição, gradiente, volume do leito dentre outros parâmetros.

 Analisando os resultados da eletroforese na Figura 34 foi possível observar 

que IgG foi a principal proteína adsorvida na matriz MQA-RR para todos os tampões 

em estudo. Praticamente nada foi retido de HSA ou outras proteínas nas amostras da 

eluição, mostrando que o MQA-RR apresentou considerável afinidade com a proteína 

IgG. Deste modo, o corante Reactive Red 120 atuou como um corante de média 

afinidade permitindo uma interação entre o corante e a proteína IgG, podendo vir a ser 

utilizado como fase estacionária na purificação de IgG humana. 
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Figura 33 - Perfis cromatográficos com soro humano (SH) diluído em diferentes tampões na 

concentração de 2 mg/mL a uma vazão de 0,5 mL/min utilizando a matriz MQA-RR. Condições 

operacionais: Adsorção: Tampão em 25 mM; Eluição: Tampão 50 mM + NaCl 1 M. Etapas: 

Adsorção (A): Lavagem (L); Eluição (E) e Regeneração (R). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 34 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatográficos em 

matriz MQA-RR com o soro humano diluído em tampão FOS 25 mM pH 6,0 (a); Tris/HCl 

25mM pH 7,2 (b) e HEPES 25 mM pH 6,8 (c) em géis de acrilamida na concentração de 7,5%. 

Pontos coletados: P: Padrão de alto peso molecular; A: amostra de soro humano; I: Adsorção; 

L: Lavagem; E: Eluição; R: Regeneração; IgG: Imunoglobulina do tipo G. 
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(c) 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

4.2 Matriz Multimodal 

 

4.2.1 Síntese e caracterizações das nanopartículas de SrHAp 

 

As nanopartículas de hidroxiapatita de estrôncio foram concedidas pelo 

GQMat. A síntese e caracterização do material pode ser encontrada no estudo de 

Carvalho et al., (2020). A SrHAp mostrou uma única fase cristalina: Sr10(PO4)6(OH)2 

(sistema hexagonal), com característica das partículas em forma de bastão com 

comprimento médio de partícula de 105nm. O material mostrou uma isoterma de 

fisissorção obtida por análise de gás de adsorção/dessorção. O ciclo de histerese 
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associado do espécime SrHAp é classificado como Tipo IV e H1, onde s isotermas do 

tipo IV são dadas por adsorventes mesoporosos. A SrHAp possui uma área superficial 

específica de 33,07 m
2
/g, o volume mesoporoso de 0,18 cm/g e o diâmetro  médio dos 

poros de 558,5 Å. De acordo com os autores, o estudo apresentou um método simples e 

de baixo custo para a síntese de nanopartículas de SrHAp pura, com alta cristalinidade, 

morfologia definida e porosidade não homogênea. 

Edwin e colaboradores (2019) comparou a porosidade de materiais à base de 

HAp. Em seu estudo, eles concluíram que as amostras ricas em cálcio eram 

predominantemente de natureza mesoporosa, enquanto as amostras ricas em estrôncio 

têm uma distribuição de poros mais ampla, apresentando uma combinação de 

mesoporosa e macroporosa. Esse tipo de material, com porosidade heterogênea, 

encontra variadas aplicações biomédicas e industriais. 

 

4.2.2 Ensaios em batelada 

 

4.2.2.1 Efeito do pH e tampão 

 

Os ensaios do estudo de pH e solução tampão para adsorção de IgG em 

SrHAp foram realizados em triplicata. Para valores de pH baixo a SrHAp não apresenta 

estabilidade podendo ocorrer sua solubilização. Como pode ser observado na Figura 35, 

no tampão acetato (pH 4,5 - 5,5) houve uma menor adsorção de IgG, o que pode estar 

relacionado a estabilidade da SrHAp frente a pH mais baixo. 

Avaliando-se os tampões na mesma faixa de pH (Figura 35), pode-se 

observar a diferença de quantidade de IgG adsorvida, uma vez que para o tampão Hepes 

e Tris/HCl em pH 7,2 houve uma adsorção de 101,48 e 403,15 mg/g, respectivamente. 

Isso pode ser pelo fato do diferente comportamento das cargas da SrHAp nos tampões 

estudados, e assim interações/competição entre as proteínas adsorvidas dependendo das 

características do substrato são esperadas. 
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Figura 35 - Efeito da adsorção de IgG (1,0 mg/mL) com a variação do pH e tampões (10 mM) 

usando SrHAp. (concentração inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h).  
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Foi observada uma maior quantidade de IgG adsorvida no tampão FOS, 

com destaque para o pH 7,4 (491 mg/g de IgG). Essa elevada adsorção pode estar 

relacionado com as interações de superfície-proteína mais fracas, como também pode 

ser devido a diferentes frações das proteínas adsorvidas na matriz SrHAp e interações 

proteína-proteína nas superfícies (GAGNON et al., 2009).   

Existem basicamente dois tipos de adsorção entre HAp e moléculas de 

proteína, adsorção física fraca na superfície de HAp através de estrutura porosa e forte 

interação eletrostática entre HAp e proteína (DASGUPTA et al., 2010). Mais 

importante, é relatado que HAp tem dois tipos diferentes de sítios de adsorção para 

ligação a proteínas, que são chamados de sítios C e P, respectivamente. Os sítios C 

(principalmente Ca
2+

) com carga positiva se combinarão com grupos ácidos 

(principalmente –COO
-
) das proteínas, enquanto os sítios P (principalmente PO4

3− e OH
-

) com carga negativa se combinarão com grupos básicos (principalmente NH
3+

) após a 

HAp serem imersas em solução tampão (GUO et al., 2014). Devido a semelhança do 

estrôncio e do cálcio, esse mecanismo de interações pode ter ocorrido entre a IgG e a 

SrHap ocasionando uma elevada adsorção da proteína. 

Xu et al., (2018) sintetizaram por via hidrotérmica hidroxiapatita substituída 

com estrôncio com quantidades de 1 a 20 mol%. Os autores avaliaram a aplicação das 
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SrHAp para a adsorção de BSA e lisozima (LIS). Foi utilizado o tampão fosfato de 

sódio pH 7,4 (10 mM). Os testes de adsorção e liberação de proteínas indicaram que a 

incorporação de Sr na rede de HAp aumentou as quantidades de adsorção de BSA e 

LIS. A capacidade de adsorção de BSA na SrHAp foi de 55,52 mg/g, que foi cerca de 

14,64% maior que a de HAp (sem a substituição com Sr). O SrHAp possuiu a maior 

quantidade de adsorção da LIS 90,54 mg/g, que foi cerca de três vezes maior que a 

HAp. As quantidades adsorvidas de IgG no presente estudo foram muito superiores aos 

resultados encontrado na literatura.  

Portanto, o tampão FOS pH 7,4 (10 mM) foi usado nos ensaios 

subsequentes. Vale ressaltar que o pH 7,4 está dentro da faixa de pI da imunoglobulina 

G, condição em que as interações IgG-adsorventes são favorecidas. Além disso, o pH 

do plasma humano está entre 7,4 e 7,5.  

 

4.2.2.2 Efeito da massa de adsorvente 

 

A fim de verificar a menor quantidade de adsorvente necessária para os 

ensaios de adsorção, os experimentos foram executados em quantidades variadas de 

SrHAp (5 a 20 mg). Os resultados obtidos são apresentados na Figura 36 e Figura 37, 

mostram que o melhor resultado foi obtido com a massa de 5 mg de SrHAp (491 mg/g) 

com um total de massa total de IgG adsorvida de 2,44 mg. Portanto, a quantidade de 5 

mg foi usada para os ensaios posteriores.  
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Figura 36 - Adsorção de IgG em SrHAp (FOS pH 7,4) sob influência de diferentes quantidade 

de massa de matriz multimodal. (concentração inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h).  
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Fonte: elaborada pela autora 

 

Figura 37 - Massa adsorvida de IgG em SrHAp (FOS pH 7,4) sob influência de diferentes 

massas de matriz multimodal. (concentração inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

4.2.2.3 Cinética e isoterma de adsorção 

 

O tempo de contato é um parâmetro relevante no processo de adsorção. Os 

ensaios de cinética foram realizados na condição ótima de adsorção obtida nas etapas 

anteriores. Conforme mostrado na Figura 38, a quantidade de IgG adsorvida foi 
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aumentada com a extensão do tempo de contato até o tempo de equilíbrio de adsorção. 

Quase 33% da proteína podem ser adsorvidas na matriz SrHAp, finalmente atingindo o 

equilíbrio após 300 min de tempo de contato entre IgG. Uma vez definido o tempo de 

equilíbrio de 300 min, a isoterma de adsorção foi construída com soluções de IgG nas 

concentrações de 0,25 a 6,0 mg/mL, preparadas em tampão fosfato (10 mM, pH 7,4).  

 

Figura 38 - Cinética de adsorção de IgG em SrHAp (FOS pH 7,4; concentração inicial de 1,0 

mg/mL; massa de adsorvente 5 mg). 
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Fonte: elaborada pela autora.  

 

A teoria clássica de Langmuir para adsorção de gás é frequentemente 

aplicada para tratar qualitativamente a adsorção de proteínas em solução. Esta aplicação 

pode ser inadequada para alguns casos de adsorção de proteínas devido à grande 

diferença entre as macromoléculas e os mecanismos de adsorção em interfaces. As 

diferenças resultam principalmente de (a) ligação de múltiplos sítios para proteínas, que 

geralmente resulta em adsorção irreversível, (b) natureza heterogênea da maioria das 

superfícies sólidas e (3) interações laterais e outras interações cooperativas 

(cooperatividade). Devido a essas possíveis presunções, foi realizado um ajuste do 

modelo de Langmuir-Freundlich para a isoterma de adsorção com IgG  em SrHAp. 

A Figura 39 ilustra o perfil da isoterma e o ajuste do modelo de Langmuir e 

Lagmuir-Freundlich. O perfil da isoterma revela que o material possui alta capacidade 

de adsorção, o que pode estar relacionado ao fato das interações entre a SrHAp e a 
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proteína ser de diferentes naturezas (troca iônica, afinidade e pontes de hidrogênio). O 

perfil obtido apresentou comportamento favorável, indicando que grandes quantidades 

adsorvidas podem ser obtidas com baixas concentrações de IgG na solução. Registra-se 

a capacidade máxima de adsorção, qm = 1128,63 mg/g. Os parâmetros de isotermas 

medidos juntamente com R
2
 estão listados na Tabela 8. 

 

Figura 39 - Isotermas de adsorção com IgG (0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mg/mL) em 

SrHAp usando o tampão FOS pH 7,4 (10 mM), massa de adsorvente 5 mg, tempo de adsorção 

de 300 min. Equações de ajustes de Langmuir (linha vermelha). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Podemos observar que a equação de ajuste por Langmuir-Freundlich 

reproduziu satisfatoriamente os dados experimentais de isoterma de IgG na matriz 

SrHAp. Mavropoulos e colaboradores (2011) em estudo de adsorção de albumina do 

soro humano em HAp observaram que os resultados obtidos foram correspondentes a 

um processo de adsorção obedecendo a uma isoterma de Langmuir-Freundlich, ou a um 

mecanismo de adsorção em duas etapas, seguindo uma isoterma Langmuir-Freundlich 

para concentrações baixas e uma isoterma de Freundlich para concentrações altas de 

proteína. A existência de interações proteína-proteína e proteína composto tamponante 

podem explicar tais resultados, mas é fundamental observar a formação de 

multicamadas de proteína em ambos os casos.  
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Tabela 8 - Parâmetros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-

Freundlich (LF), para adsorção de IgG em SrHAp utilizando tampão FOS pH 7,4 (10 mM). 

Parâmetros 
SrHAp 

L LF 

qm (mg/g) 1128,63 ± 24,12 2393,47 ± 42,61 

kD (mg/mL) 7,73x10
-6

 ± 0,40 - 

kLF (mg/mL) - 2,35 ± 0,002 

n - 0,40 ± 0,14 

R
2
 0,91 0,98 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Segundo Gagnon e colaboradores (2009), a proximidade dos grupos de 

cálcio e fosfato da HAp destaca o potencial de cooperatividade entre as interações da 

HAp. Isso complica ainda mais a interpretação ao criar isotermas de adsorção não 

lineares que desafiam modelos baseados em mecanismos de adsorção mais simples. A 

cooperatividade é descrita como positiva nos casos em que as interações multimodais 

produzem ligações progressivamente mais fortes e negativas nos casos em que as 

interações diminuem a retenção líquida.  

 

4.2.2.3 Ensaios de adsorção com mistura IgG/HSA 

  

 Analisando os resultados da Figura 40, observa-se que as nanopartículas de 

SrHAp apresentaram maior seletividade para IgG, uma vez que a adsorção foi quase 

inexistente quando uma solução monocomponente de HSA foi utilizada e, à medida que 

a concentração de IgG foi aumentada, a quantidade total de proteína adsorvida 

aumentou consideravelmente.  

Segundo Andrade e colaboradores (1992) a adsorção de proteínas não 

depende apenas das propriedades da estrutura dos adsorventes, mas também, das 

propriedades das proteínas. Na literatura relata-se que as proteínas podem ser 

classificadas em moles (“soft”) e duras (“hard”) de acordo com seu tamanho, 

composição e estabilidade de sua estrutura. Proteínas com tamanhos intermediários, 

como as proteínas do plasma, Albumina, Trasferrina, Imunoglobulinas, e outras, são 

chamadas de proteínas moles e frequentemente são capazes de sofrer reorientações 
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conformacionais após o contato superficial. Como uma simplificação, a estrutura 

complexa pode ser decomposta em domínios individuais que exibem propriedades 

específicas como: hidrofílico/hidrofóbico, polar/não polar, ou carregado/não carregado 

(ANDRADE et al., 1992; GONDIM, 2017). 

 

Figura 40 - Adsorção em batelada da mistura IgG e HSA utilizando nanopartículas de SrHAp 

(massa = 5 mg, tempo de contato 5 h, FOS pH 7,4; concentração da solução = 1,0 mg/mL). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Em relação à adsorção de IgG e HSA em SrHAp pode se confirmar a 

aparente seletividade de IgG frente a HSA nessas condições de estudo. Sabe-se que as 

proteínas são bastante influenciadas pela alteração de pH, pois pode provocar alterações 

de cargas na superfície e desta forma colaborar ou não com a interação entre as cargas 

opostas da superfície dos adsorventes. Observou-se que tanto HSA como a SrHAp 

apresentaram cargas superficiais negativas, sendo esta a principal justificativa para a 

baixa quantidade adsorvida dessa proteína. Além disso, HSA está sendo adsorvida em 

valores de pH bem superiores ao pH correspondente ao seu pI (pH 4,8). Nessa condição 

de estudo a proteína IgG está no limite do seu pI, com carga líquida não definida, pois 

devido as subclasses da IgG há a possibilidade de IgG carregada (positivamente ou 

negativamente) ou até mesmo neutra, enquanto que a SrHAp está carregada 

negativamente. Estas justificativas apresentadas foram os principais argumentos para 

justificar a elevada adsorção de IgG, com valores próximos a 452 mg/g, em SrHAp. 
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Na Figura 41 são apresentados os géis de eletroforese, nos quais foram 

utilizadas as seguintes identificações: marcador de peso molecular (P); amostra inicial 

do teste com n% IgG (i) e amostra final do teste com n% IgG (f). Por sua análise, é 

possível verificar que a matriz SrHAp apresentou seletividade à IgG, uma vez que a 

diminuição da intensidade das bandas de IgG nas amostras finais é relativamente 

superior à diminuição verificada nas bandas relacionadas à HSA. Em estudo, Os estudo 

relatados por Wensel et al., (2008) e Gagnon et al., (2009), relataram cerca de 20 

anticorpos monoclonais IgG, demonstraram que a IgG é retida predominantemente por 

uma combinação de afinidade de cálcio-metal e troca de cátions fosforil, 

independentemente da subclasse, tipo de cadeia leve ou pI. 

 

Figura 41 - Géis de eletroforese da adsorção em batelada da mistura de IgG e HSA (1 mg/mL) 

empregando SrHAp com diferentes proporções de IgG (0%, 25%, 50%, 75% e 100%) (Massa 

de adsorvente = 5 mg, Duração = 5 h, tampão FOS pH 7,4). 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

4.2.3 Ensaio em leito fixo 

 

Diante dos resultados discutidos em batelada para a matriz multimodal 

SrHAp, foi possível afirmar que o material apresenta considerável interação por 

afinidade por IgG de alta pureza. Entretanto, para se confirmar o potencial desse 

adsorvente na purificação de IgG humana, novos ensaios, em sistema cromatográfico, 

foram necessários ser realizados. 
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Inicialmente, foram realizados ensaios cromatográficos variando a força 

iônica, tanto para a etapa de alimentação como para a etapa de eluição. Esses ensaios 

foram conduzidos com IgG de alta pureza diluída no tampão FOS com 10 mM, 25 mM 

e 50 mM, em pH 7,4. Foi conseguido um melhor resultado quando foi realizado uma 

corrida com as condições: tampão FOS 25 mM pH 7,4 para etapa de alimentação e 

tampão FOS 50 mM pH 7,4 + NaCl 1M para a etapa de eluição.  

Com a otimização do processo, foi realizado ensaios com IgG e HSA de alta 

pureza e a mistura binária IgG/HSA. O volume de injeção foi de 10,0 mL com 

concentração de proteínas de 1,0 mg/mL Em todos os ensaios foram realizados balanços 

de massa, bem como a quantificação de proteínas para as etapas de alimentação, 

lavagem, eluição e regeneração. 

De acordo com a Figura 42a pode-se verificar um pequeno pico durante a 

etapa de lavagem, evidenciando a proteína IgG que não foi adsorvida na matriz SrHAp. 

Na etapa da eluição verificou-se quantidade elevada de IgG adsorvida, corroborando 

com os resultados obtidos nos ensaios em batelada. Portanto, observou-se nitidamente 

considerável afinidade da matriz pela biomolécula IgG, devido ao baixo nível do pico 1 

(etapa da adsorção) indicando que a maior quantidade de IgG foi adsorvida na fase 

estacionária. A quantidade de IgG adsorvida foi de 68,79% o que deu uma massa de 

7,39 mg de IgG adsorvida. Do contrário, na Figura 42b, observa-se um pico elevado na 

etapa da adsorção indicando que a menor quantidade de HSA foi adsorvida na fase 

estacionária. O pequeno pico de eluição confirma que o SrHAp não apresentou 

afinidade por HSA.  

As Figura 42c e Figura 43 ilustram o perfil cromatográfico obtido para a 

amostra da mistura binária IgG/HSA e o ensaio de eletroforese, respectivamente. Em 

ambas as Figuras pode-se verificar que no pico 02, correspondente a etapa de eluição, 

não houve uma separação das proteínas IgG e HSA. Contudo, observou-se nitidamente 

uma considerável afinidade da matriz pela biomolécula IgG, visto que, na eletroforese a 

proteína foi a de maior adsorção e somente uma pequena presença de HSA foi retida na 

matriz SrHAp. Uma quantidade total de proteínas adsorvidas na matriz SrHAp foi de 

5,52 mg, o que representa 55,52% total da massa injetada. Se, com a IgG de alta pureza 

a matriz reteve 7,39 mg e com a HSA apenas 0,142 mg totais de proteínas adsorvidas na 

SrHAp, pode concluir que, na mistura binária, praticamente, quase toda essa massa 

retida é de IgG de alta pureza, e que essa presença de HSA é de apenas pequenos traços. 
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Esse resultado é favorável para a utilização de soro humano na matriz SrHAp, 

corroborando com as observações realizadas anteriormente nos ensaios em batelada. 

 

Figura 42 - Perfis cromatográficos com IgG (a), HSA (b) de alta pureza e a mistura binária 

IgG/HSA diluídos no tampão FOS 25 mM pH 7,4, concentração de 1 mg/mL a uma vazão de 

0,8 mL/min utilizando a matriz SrHAp. Condições operacionais: Adsorção: Tampão em 25 

mM; Eluição: FOS 50 mM pH 7,4 + NaCl 1 M. Etapas: Adsorção (A): Lavagem (L); Eluição 

(E) e Regeneração (R). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 43 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatográficos em 

matriz SrHAp com a mistura IgG/HSA diluído em tampão FOS 25 mM pH 7,4 em géis de 

acrilamida na concentração de 7,5%. Pontos coletados: P: Padrão de alto peso molecular; A: 

amostra de soro humano; I: Adsorção; L: Lavagem; E: Eluição; R: Regeneração; IgG: 

Imunoglobulina do tipo G. 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Segundo Xu et al., (2018) a modificação por Sr na HAp, leva os sítios de 

adsorção mais ativos de SrHAp serem expostos e a capacidade de SrHAp de adsorver 

moléculas de proteína melhora efetivamente devido à adsorção física. Existem 

principalmente dois tipos de adsorção entre HAp e moléculas de proteína, adsorção 

física fraca na superfície de HAp através de estrutura porosa e forte interação 

P       I       A1     A2    L1    L2     E1     E2      E3    R   IgG 
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eletrostática entre HAp e proteína (DASGUPTA et al., 2010). E, devido o tamanho da 

SrHAp ser menor que o da HAp, mais estruturas de rede e poros acumulados são 

formados entre as partículas. Portanto, sítios de adsorção mais ativos de SrHAp são 

expostos e a capacidade de SrHAp de adsorver moléculas de proteína melhora 

efetivamente devido à adsorção física. 

A Figura 44 apresenta os perfis cromatográficos dos ensaios 

cromatográficos com amostras de soro humano diluído em FOS (pH 7,4). O propósito 

desses experimentos foi avaliar o desempenho da fase estacionária na adsorção de IgG 

humana.  Para esse ensaio, o volume de injeção definido foi de 10 mL, volume 

necessário para atingir a saturação do leito cromatográfico. As amostras injetadas na 

coluna com o soro humano foram diluídas no tampão de adsorção proporcionando 

amostras com concentrações em torno de 3,0-4,0 mg/mL. Notou-se que a matriz 

cromatográfica reteve considerável quantidade de proteínas, com 7,19 mg de proteína 

retida, o que representou 23,10% do total de massa injetada que foram retidas na matriz 

SrHAp. Essa quantidade de massa de proteína retida foi bem mais alta ao se comparar 

com as matrizes de pseudoafinidade. Como já mencionado, a SrHAp por ter diferentes 

mecanismos de interações com a proteína, pode-se ter resultado nessa quantidade 

adsorvida.  

O resultado de eletroforese para o soro humano (Figura 45), como já 

previsto pelo ensaio com a mistura binária, ocorreu significativa afinidade por IgG e 

uma pequena quantidade retida de HSA. Como a matriz SrHAp apresenta diferentes 

tipos de interações, talvez o ideal seja realizar a eluição no modo gradiente, como 

realizado por alguns autores para matriz multimodal (BHAMBURE et al., 2013). 

Contudo, como o soro humano é constituído por outras proteínas e não adsorção por 

estas, e que com um gradiente no modo isocrático pode-se, possivelmente, ocorrer a 

separação das proteínas, o que poderá confirmar o potencial uso dessa fase estacionária 

para purificação de IgG humana.  
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Figura 44 - Perfis cromatográficos com soro humano diluído em tampão FOS 25 mM pH 7,4, 

concentração de 3 mg/mL a uma vazão de 0,8 mL/min utilizando a matriz SrHAp. Condições 

operacionais: Adsorção: Tampão em 25 mM; Eluição: FOS 50 mM pH 7,4 + NaCl 1 M. Etapas: 

Adsorção (A): Lavagem (L); Eluição (E) e Regeneração (R). 
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Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 45 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatográficos em 

matriz SrHAp com soro humano diluído em tampão FOS 25 mM pH 7,4 em géis de acrilamida 

na concentração de 7,5%. Pontos coletados: P: Padrão de alto peso molecular; A: amostra de 

soro humano; I: Adsorção; L: Lavagem; E: Eluição; R: Regeneração; IgG: Imunoglobulina do 

tipo G. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Esses ensaios cromatográficos confirmaram o potencial de adsorção de IgG 

pelas fases estacionárias estudadas onde as matrizes cromatográficas com hidroxiapatita 
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modificada por estrôncio podem ser usadas como potencial uso para purificação de IgG. 

E as matrizes de quitosana-alginato imobilizado com corante são mais indicados para 

uma etapa de pré-purificação da IgG humana, visto que, em muitas vezes alguns 

processos industriais utilizam mais de uma etapa para purificação das proteínas as 

matrizes.  
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5. CONCLUSÕES 

 

Diante dos resultados apresentados verificou-se que, foi conseguido uma 

otimização da síntese de quitosana-alginato imobilizado com corantes, onde foi possível 

formar um material esférico e rígido. O uso dessas matrizes de pseudoafinidade, 

proporcionaram uma elevada quantidade adsorvida de IgG, mesmo não sendo realizada 

em condições otimizadas. E a inserção dos corantes ligantes favoreceram a adsorção de 

IgG. Nos processos cromatográficos, as matrizes MQA-CB e MQA-RB apresentaram 

baixa retenção de proteína na fase estacionária, sendo indicado o seu uso para etapas de 

pré-purificação da IgG humana. Em contrapartida, com a matriz de MQA-RR foi 

conseguido uma purificação de IgG. 

A matriz multimodal, hidroxiapatita de estrôncio, apresentou elevada 

capacidade de adsorção de IgG nos ensaios em batelada. Nos ensaios cromatográficos a 

matriz proporcionou elevada adsorção por IgG, apresentando-se como potencial uso 

para purificação de IgG a partir do soro humano. 

As condições encontradas no presente trabalho se mostraram eficientes na 

separação e/ou puruficação da IgG a partir do soro humano. No entanto, na eluição é 

necessária uma investigação mais abrangente de parâmetros como pH, força iônica e 

uso de gradientes de pH e salino para se conseguir separar agregados e outras proteínas 

do meio. 
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