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Purificacao de proteinas

Os metodos de purificagao de
proteinas consistem processos de

SEPARACAOQO de misturas de

moleculas organicas/quimicas com

base nas PROPRIEDADES DAS
PROTEINAS almejando, como

produto final, polipeptideos puros.



Exemplos:

Exemplos de proteinas puras de consumo humano:
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Proteinas
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[ Estrutura }

[Propriedadesj

Tamanho

Carga

Propriedades da ligagao — ex: proteinas
conjugadas = glicoproteinas,
metaloproteinas, lipoproteinas etc.
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Purificacao

Passos

* Rompimento da célula. Exce¢do: proteinas secretadas
por micro-organismos.

* Separacgdo dos elementos (soltveis/insoluveis)

* Fracionamento — realizado a partir das propriedades
intrinsecas da proteina de interesse.
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Precipita¢cdo diferencial por sulfato de aménio

Sais neutros

A adicao de sulfato de amonio em quantidades adequadas pode precipitar
seletivamente algumas proteinas, enquanto outras permanecem em solucao. Ex:
purificacao da imunoglobulina IeG do soro sanguineo.

Salting in — Salting out

Solubility
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Didlise (uso logo da precipitacdo)

(a) At start of dialysis (b) At equilibrium

__— Dialysis
membrane

Solvent —= *°|®:

S/ _ [~ Concentrated
solution

Figure 2-14 Fundamentals of Biochemistry, 2e
© 2006 John Wiley & Sons

A didlise separa as proteinas de outros pequenos solutos, um processo que se aproveita
do tamanho das proteinas pois a membrana permite a troca de sal e tampdo, mas ndo
de proteinas.



Cromatografia

A cromatografia pode ser considerada como uma separagdo
diferencial dos componentes de uma amostra entre uma fase
movel e uma fase estaciondria

Fase estacionaria: particulas esféricas de um material insolUvel empacotado
em uma colunag;

* A mistura de enzimas é introduzida na coluna pela fase mével e forcada a
migrar através da colung;

* As enzimas que possuem maior atracdo pela fase estacionaria irdo migrar de
forma diferenciada das que tem maior afinidade pela fase estaciondria.



[ Cromatografia em coluna }

E composta por uma fase estaciondria (material sélido poroso) e
uma fase mével (solvente).

FASE = Video:
MOVEL Vv https: / /www.youtube.com /watch2v=0m8bWKHmRMM
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https://www.youtube.com/watch?v=0m8bWKHmRMM

Cromatografia em coluna }

A medida em que solventes sdo adicionados a coluna (fase mével), sdo
extraidas diferentes fragdes da mistura inicial, de acordo com as
caracteristicas do solvente. Ex: tampdes em diferentes pHs, etc.

Load Sample Step Step Step

("Black”) Elute 1 Elute 2 Elute 3
A p— — | —

Note: Blue can
be eluted with
IPA/water

&

Proteinas individuais
migram mais rdpido ou
mais devagar dependendo
das suas propriedades.
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l. Cromatografia de exclusao por
tamanho molecular (i)

~

J

flujo de solvente «

lambém chamada de gel-

filtracdo. Separa as
proteinas de acordo com

seu tamanho.

Fase solida: grdanulos de
polimeros que apresentam
ligacoes cruzadas, com
poros ou cavidades de
tamanho determinado.
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l. Cromatografia de exclusao por
tamanho molecular (ii

~
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()= Particula de gel

Moaléculas de la muestra:
* = de tamafio menor que los poros del gel
® = de tamafio mayor que los poros del gel

* Proteinas grandes sdo
eluidas primeiro.

* Proteinas menores
ficam retidas mais
tempo dentro dos
pPOros.
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Matriz: polimero sintético com grupos carregados ligados
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3. Cromatografia de afinidade (i)

* E baseada na afinidade de ligacdo. .&

* A coluna contém grupos
quimicos/moléculas ligadas
covalentemente — LIGANTE

Exemplos de ligantes:

- Substratos (enzimas)

-  Hormonios (proteinas ligadoras de

hormonio)

- Acucares (lectina)

- Antigeno (anticorpo).




£3. Cromatografia de afinidade (ii)}

As proteinas sdo adicionadas a coluna e a proteina com
AFINIDADE ao ligante permanece retida em sua matriz.




3. Cromatografia de afinidade (iii)

A eluicao normalmente se da na presenca de uma concentracao de sal
elevada contendo ou ligante livre ou molécula competidora do ligante.

>
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elute the target protemn by miroducmg

another protem that will compete to
band with the kgand
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3. Cromatografia de afinidade (iv)

Ex: Purificacao de proteina com calda de histidina
(proteina recombinante)
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Affinity Chromatography

Recombinant Proteins

1



3. Cromatografia de afinidade (v)

Ex: Purificagdo de glicoproteina

FASE ESTACIONARIA

Lectina Lectina Lectina Lectina Lectina

Glicoproteina
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{4. Cromatografia de fase reversa (i) }

Se a fase estaciondria for mais apolar que a fase mével
é chamada de fase reversa.

» Caracteristicas: fase imével apolar e fase mével moderadamente
polar.
» Utilizada para purificar proteinas apolares.

» A fase estaciondria hidrofébica. Ex: C4; C6; C18.
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{4. Cromatografia de fase reversa (ii)}

»Fase mével: também é hidrofébico, pois precisa
sequestrar a proteina adsorvida na matriz da colung,
mas com leve polaridade. Ex:

* Acetonitrila

HI-J H

=y

* Metanol \/C—O
H

O

* Tetraidrofurano ¢ )

e QOu misturas de solventes
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4. Cromatografia de fase reversa (iii

mixture of .. .. column flow of mobile phase
components @ (stationary phase) —_—
®
@0
000
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components interact g ®
with the column best & @ &
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components elute first @ & o
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componentes elute ®

most hydrophobic
components elute last
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Cromatogradfia liquida de alta eficiénci
HPLC (i)

HPLC — High Perfomance Liquid Chromatography

v' Bombas de alta pressdo aceleram o movimento das
moléculas (sdo necessdrios materiais que aguentem a
forca do fluxo pressurizado).

v Diminuem o tempo de transito na coluna —  diminui o
espalhamento difusional da proteina na coluna —
maior eficiéncia (pureza/rendimento).
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Cromatogradfia liquida de alta eficiénci
HPLC

HPLC Column
. Packing Matoras C atwram
ﬁ‘l ] - Pooks = Yollow 'wmm
Injecior
AutoSampler :
Sample Manager =

" z =
- ; : Computer Data Station
Solvent Lo ) ),__ .

(Mobile Phase) 4 Samod 1
Reservoir . '
Pump Detector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

29



AN

SN KX

([ ] oONn ([ ]

Cromatogradfia liquida de alta eficiénci

HPLC (ii

Caracteristicas da
coluna - faz a
separagdo da amostra:
Exclusdo molecular;
Troca idnica;
Afinidade;

Fase reversa
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Tipos de detectores -
revela a identidade
da amostra:

UV-Vis;

Fotodiodo (detecta
mais de uma
absorvdancia);
Fluorescéncia;
Espectrocopia de
maAssa
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Fast protein liquid chromatography (FPLC) |

FPLC system components

31



Eletroforese (i)

Método analitico que separa as proteinas com base
em seu tamanho e na sua carga.

Proteinas sdo imobilizadas Permite determinar o grau
em uma matriz gelatinosa de pureza de uma
de poliacrilamida. preparagdo protéica.
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A diferenca de potencial separa as proteina de acordo com sua carga.

Eletroforese (iii

Polo negativo (-)

Aplicagdo
das amostras

Cuba
eletrolitica

Migracdo das handas no gel. Bandas com
maior peso molecular ficam na parte superior,
e handas com menor peso, ha parte inferior.
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Eletroforese (iv)

GEL DESNATURANTE:

Tanto o gel é polimerizado na presenca
de detergente - dodecil sulfato de sédio
(SDS) - quanto a amostra é preparada
na presenca de detergente.

(SDS): detergente anidnico que se liga fortemente as
proteinas causando sua desnaturagdo e fornecendo uma
carga negativa constante por unidade de massa.
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