QBQO0316 - Bioquimica Experimental (2020)

Métodos para purificacao de proteinas

Precipitacao sulfato de amonio
cromatografias
recuperacao/enriquecimento
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Purificar a proteina de interesse:
Métodos de * Precipitacdo com Sulfato de aménio
purificagﬁo * Cromatografia troca idnica
* SDS-PAGE
. Obter fracdo enriquecida e caracterizar
Monitoramento a atividade enzimatica (pH 6timo,
da eficiencia da inibi¢ao)

purificacao



Métodos para purificacao de proteinas

Dois tipos principais:

* Baseados na precipitacao diferencial de proteinas na presenca de altas
concentracdes de sais idnicos (Sulfato de Amonio)

e Separacao de proteinas por métodos cromatograficos

Cada método utiliza propriedades fisico-quimicas e bioldgicas Unicas das proteinas,
determinadas por sua estrutura primaria, secundaria, terciaria e/ou quaternaria.

Alfa-glicosidade

 Tamanho
e Carga em um dado pH
* Hidrofobicidade

* interacdes moleculares especificas (ex. afinidade por ligantes ou substratos de enzimas)




Precipitacdo de proteinas com sais idnicos

PO, S04, S,03%, COs%, OH", F; CI
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A solubilidade das proteinas em meio aguoso
aumenta até um certo ponto com o aumento
da forca iOnica do meio

3

A
Solubility

. Protein

lon

Salting in

Salting out

Solubilization
Saline

Precipitation
Saline

>
Salt Concentration

https://wou.edu/chemistry/files/2019/08/Salting-in-out-2.png



Precipitacao de proteinas com
sulfato de amoénio

* Baseado no efeito de “salting out”: ions
carregados competem pela dgua de hidratacao
das regides hidrofilicas das proteinas.

* Concentracao que causa a precipitacao
depende da composicao de aminoacidos das
proteinas.

e Utilizada para obter fracdes enriquecidas nas
proteinas de interesse no inicio do processo de
purificacao.

e concentrar solucdes diluidas de proteinas.



Precipitacao com sulfato de amonio

-Proteinas com maior hidrofobicidade precipitam a menores de [sal]
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Fracionamento de proteinas a partir de
diferencas de solubilidade por “salting out”
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ao longo da
purificacao

Centrifuga

* Supernatant
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A didlise é utilizada para remover o sulfato de
amonio usado para precipitar a proteina de interesse
antes de uma préxima etapa de purificacao.

usados durante etapas da
purificacao

Inicio da dialise

Proteinas — |

Moléculas de baixo
PM do tampao que se
deseja remover

Tampao fosfato 50 mM
+ (HN4), SO, 1000 mM em
1 ml de volume

—

Membrana
de dialise

Solvente

— (H0)

Solucao
concentrada

Utilizada para remover sais, Contém poros com 10 a 100
agentes redutores e reagentes Angstrons (1 a 10 nm)

" No equilibrio

I

2000 ml de H,0
(diluicao de 2000 x)

Tampao fosfato 0,025 mM
+(HN4), SO,0,5 MM em 1
ml de volume




Purificacao de proteinas por cromatografia

em coluna
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Métodos cromatograficos utilizados
para purificacao de proteinas

* cromatografia por gel filtracao (ou exclusao molecular). diferenca entre

tamanho das proteinas
e cromatografia por troca idnica. diferencas entre carga das proteinas

* cromatografia de hidrofobicidade. diferencas na composicao em regidoes

hidrofobicas da proteinas

* cromatografia por afinidade: utiliza moléculas que fazem interacdes

moleculares especificas com a proteina de interesse



Cromatografia de gel filtracao
(ou exclusao molecular)

peso tempo
molecular  eluicao
(Da) (min)

Protein mixture is added
to column containing
cross-linked polymer.

proteinas pequenas penetram nos
poros da matriz da coluna.
proteinas maiores passam entre as
esferas da matriz.

Protein molecules separate
by size; larger molecules
pass more freely, appearing
in the earlier fractions.
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Cromatografia de troca ibnica

Mistura de
proteinas em
tampao com
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Cal'gaS = mixture iz added

]

Volume vazio

Fase estacionaria: granulos de polimeros
com grupos funcionais carregados em
determinado pH

Aula 5

Velocidade de eluicao depende da carga
liquida da proteina no pH utilizado.
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CROMATOGRAFIA DE HIDROFOBICIDADE (HIC)

(NH,),SO, alta concentragdo p/ aumentar a interagéo
com a fase estacionaria
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CROMATOGRAFIA DE HIDROFOBICIDADE (HIC)

[(NH,),SO,] | diminuicao
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RESINAS PARA CROMATOGRAFIA DE INTERACAO
HIDROFOBICA

—0O-CH, CH CH,-O—-(CH,);—CH,
Butyl Sepharose 4 Fast Flow

Octyl Sepharose CL-4B

O-CH,CH-CH —o©

Phenyl Sepharose High Performance

% -O—CH, _CH- CHQ—O (CH,)~CH,
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cromatografia por afinidade
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Protein of
interest

&
Ligand
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attached to
olymer bead

ex.de ligantes:

* anticorpo
especifico
contra a
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e substrato da
enzima

s

Mixture
of proteins

colunatemo
ligante imobilizado
em uma esfera de
polimero (resina)

proteina se liga a coluna
atraves do ligante. Outras
proteinas sao eluidas com o

tampao de lavagem

ligante ou analogo é adicionado ao
tampao de eluicdo e desloca a proteina
da coluna.

Solution
of ligand




CROMATOGRAFIADE AFINIDADE

-Substrato-enzima
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Comparacao entre diferentes métodos

de purificacao

especificas

Método de Propriedade Capaci | Custo Resolu¢ao | Comentarios
purificacao dade
Precipitacao com solubilidade alta baixo baixa Usada em etapas iniciais ou finais de
(NH4%), S04-2 purificacdo para concentrar proteinas Pode
desnaturar irreversivelmente a proteina de
interesse
Cromatografias usado em etapas intermediarias da
purificacao.
gel filtragcdo/ tamanho média | médio | baixa informa sobre o tamanho (peso molecular)
exclusdao molecular da proteina de interesse.
troca idnica carga das média | médio | média usado em etapas intermediarias da
cadeias laterais purificacao. Variacao do pH aumenta ou
dea.a diminui a interacdo com a coluna
hidrofobicidade conteudo médio | alta Frequentemente desnatura irreversivelmente
hidrofdbico a proteina de interesse
afinidade interacdes ndo- | baixa médio/ | alta Utilizado em etapas finais da purificacao.
covalentes alto Depende da existéncia de um ligante

especifico. Eluicao da coluna pode desnaturar
a proteina de interesse




Purificacdo eficiente de proteinas com alto grau

de pureza e atividade bioldgica requer diferentes

métodos de separa¢ao aplicados em sequencia

A Purification Table for a Hypothetical Enzyme*

Fraction Total

Procedure volume protein Activity Specific activity
or step (ml) (mg) (units) (units/mg)
1. Crude cellular

extract 1,400 10,000 100,000 10
2. Precipitation with

ammonium sulfate 280 3,000 96,000 32
3. lon-exchange

chromatography 90 400 80,000 200
4. Size-exclusion

chromatography 80 100 60,000 600
5. Affinity chromatog-

raphy 6 8 45,000 15,000
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sobre “salting out” de proteinas e outras moleculas organicas

Material de apoio: purificacao de proteinas
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