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Quais outras características de uma proteína podemos utilizar

para purificação em colunas cromatográficas?



CARGA  Troca Iônica (aula passada)

TAMANHO  Gel Filtração

HIDROFOBICIDADE 

AFINIDADE  Diversos tipos de colunas

Tipos de Cromatografia



Gel Filtração/Exclusão Molecular



Gel Filtração/Exclusão Molecular



Peso Molecular (aparente)



Peso Molecular (aparente)

- Proteínas em geral estão em estado NATIVO
 formato da proteína em 3D pode afetar padrão de migração

- Proteínas podem estar em complexos de alto peso molecular
depende da concentração de sal do tampão e da estabilidade das interações



Gel Filtração/Exclusão Molecular



Proteínas grandes (demais para essa coluna)

Proteínas menores retidas



Proteínas grandes demais (ainda)

Proteínas separadas pela coluna





Hidrofobicidade



Hidrofobicidade



Hidrofobicidade

- A presença de muito sal no tampão inicial pode levar à precipitação de 
proteínas na amostra devido ao salting out com sulfato de amônio

Concentração de sal 
alta, maioria das 
proteínas ligadas
à resina

Gradiente decrescente de sal,
proteínas mais hidrofóbicas 
eluem por último (têm mais 
afinidade pela coluna)

Proteínas tão 
hidrofílicas, que não 
ligaram na coluna 
mesmo na presença 
de sal



Afinidade



Afinidade

Utilizando engenharia genética, podemos fusionar a proteína de interesse a um peptídeo ou 
proteína com alta afinidade a um ligante disponível comercialmente! (“tags”)

Tag Tamanho do Tag Ligante Eluente

Poli-Histidina em geral 6-8 aminoácidos 
(HHHHHH)

Cátions divalentes (em 
geral Ni2+ ou Co2+) 
imobilizados

Imidazol ou baixo pH

Glutationa S-Transferase
(GST)

211 aminoácidos Glutationa imobilizada Glutationa

Maltose Binding Protein 396 aminoácidos Resina de amilose Maltose

FLAG tag 8 aminoácidos Anticorpo imobilizado Baixo pH ou peptídeo FLAG

Streptavidina 159 aminoácidos Biotina imobilizada Biotina

Myc tag 11 aminoácidos Anticorpo imobilizado Baixo pH



Poli-His



GST Anticorpos



Proteína 3, mistura complexa, inibidor competitivo, eluir com 5mM inibidor



Proteína 1, mistura complexa, anticorpo MC01A, eluir com glicina pH 2.3




