I\/Ietpd ISQ /

W%C| 0s & ./

rotel ers//P,zwte 1




Analise de aminoacidos puros

Normalmente a
Apenas qualitativas, nao sao quantitativas. amostra ndo é

recuperada
* Andlise elementar (C, N, H, O, S).

* Espectroscopia de infravermelho (IFTR).

* Espectroscopia de ressondancia magnética nuclear (H:-RMN).

e Titulacao.

* Medida de atividade otica.



Conteudo de aminoacidos
Hidroélise total de peptideos e proteinas
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Separacgao, Analise, Identificacao e Caracterizagao



IEEETEED composicio de aminodcidos de duas proteinas

Citooomo ¢ bavino (fuimatripsinogénic bovino
Mimero de residuos Porcentagem Humero de residuos Porcemtagem

Aminodcide por malécula dototal® permalénda do total®
Als fi & 29 L)
Arg a 2 4 1.6
Azn b 4 14 57
Azp 3 3 1) 3.7
Cy= 2 2 {1} ]
Gin 3 3 {1} 4
Glu @ L b 2
Gly 14 L3 P 24
Hiz 3 I 2 0.8
Ii= G i 10 4
Len fi L 19 TA
Lys 18 17 14 5T
Met 2 3 2 0.8
Phe 4 4 i 24
Pro 4 4 0 3.7
Ber 1 1 23 114
Thr 8 - 23 ]
Trp 1 1 ) 33
Tyr 4 4 1.6
Val 3 ! 23 24
Trtal 10 [ 245 9a.7

Mots: Em algamas snslises usuam, como a hidréfse drida, Asp e Asn nan ssa dstinguitdos um do ootrs, sendo designadar =m
conjureo coma Asx [ou ). De fomm semelimnte, quando Gha e Gin nso podiem ser dikmpaidos, ol sao designados junaos
noma Ghe {ou ¥). Adicicnalmente, Trp £ destruido por hidrilise drida. Métodos adiciora® devem ser utilizados: pam se obiber
1 avafiag o precea do conteido mmplein de amincdridos
I



Absorbancia

Intensidade da luz

i
— ( Io
| AU
=i L J ial
Lampada Monocromador )

Amostra em cubeta com
c moles/litro de espécies
absorvendo luz

Absorbancia

Triptofano

Tirosina

Fenilalanina

. p—— | I

230 240 250 260 270 280 290 300 310

Comprimento de onda (nm)

* Para proteinas e peptideos uma limitacao é a baixa ocorréncia de triptofano.



Absorbancia

Tirosina

Fenilalanina
0 | —— |

Triptofano

Valores de K,

230 240 250 260 270 280 290 300 310

Comprimento de onda (nm)

Abreviagao/ Pk pA; Bk,
Aminoddde simbela M* (—CooH) (—HH,") (grups R} pl
Grupos R alifaticos, apolares
Glicina Gily G ™ 23 9,60 5,97 =04 T2
Alanina Ala A a9 2,H 1,60 6,01 18 T8
Prolina Fro P 115 1,99 10,06 6,48 -16 2
Valina Val v 117 232 9,62 557 42 i
Lewcina LeuL 131 2,38 050 5,08 as &1
Isolencina Ilel 131 2,38 9,68 6,02 4.5 B3
Metioning Met M 149 228 921 5,74 1.9 23
Grupos B aromsdticos
Fenilalanina Fhe F 163 1,83 9,13 5,48 Z3 3.9
Tirosing Tyr T 181 2,30 0,11 10.07 .G b 3.3
Triptofano TrpW 2 Z,38 9,39 5,30 0.8 1:-1_|
Grupos B polares, nao carregados
Serina Ser § 1065 221 9,15 5,68 =08 6,8
Treonina Thr T 119 2,11 9,62 5,87 7 5,9
Cisteina’ Cys C 121 1,96 1028 818 5,07 25 1.9
Asparagina Asn N 132 2,02 8,80 541 3,5 43
Glutamina Gln @ 148 217 9,13 5,65 =-3,5 4,2
Grupos B carregados positivamente
Lisina Lys K 146 z2,18 8,95 10,63 0,74 =30 5.9
Histidina His H 155 1,82 2,17 8,00 7,08 —3,2 Z3
Arpinina Ampg R 174 ZIT 9,04 1248 10,76 -5 6,1
Grupos B earregados negativamente
Aspartato AspD 133 1,88 9,60 3,05 2,77 =3,5 B3
Glutamata GluE 147 2,19 9,67 425 322 3,5 6,3

* Para proteinas e peptideos uma limitacao é a baixa ocorréncia de triptofano.



Proteinas e espectroscopia UV-Vis

Métodos espectrofotométricos diretos sao restritos:
- a proteinas com grupos prostéticos/coenzimas que

absorvem no uv-vis.

- a absorcdo na regido de ~230 nm (ligacao peptidica)
(grande interferéncia de constituintes celulares).

- a absorcdo na regidao de ~280 nm (residuos aromaticos)
proporg¢oes de Tyr e Trp variam nas diferentes proteinas. (A280= 1 (cubeta 1 cm) ~ 1mg/ml); interferéncia

de contaminantes, principalmente RNA e DNA (A260 nm).

Absorbance

Tyrosine

0 1 L L h 1 |
230 240 250 2680 270 280 290 300 310
Wavelength (nm)

Meétodos espectrofotométricos indiretos
- baseados na absorcao de luz visivel sd3o gerais e empregados para dosar proteinas em lisados de

células e tecidos.

Augusto 21



Métodos indiretos para dosar proteinas

- Baseados na absorcao de luz visivel por produtos
resultantes da interacao de proteinas com compostos
quimicos.

Método do biureto

- Baseia-se na reacao em meio fortemente alcalino entre ions de
Cu(ll) e os grupos amidicos da ligacao peptidica (540 nmz)a.

R O R
I Iyl Iyt I H
3 —C\|/—\|/— Nt
| N7/ N N’

1 @ 540 nm

-
rcun
g

. N N N Baixa sensibilidade: detecta [ ]s 2 1 mg/ml
TSR RN
RO RO RO

Peptide-copper complex

|
(Deep purple) e

Positive biuret test

Negative bluret test

Método de Folin-Ciocalteu

- Baseia-se na redugdo de ions de Cu*? pelos amino acidos aromaticos e reacdo dos ions de Cu(l) resultantes
com uma mistura de fosfotungstato e fosfomolibdato formando complexos que absorvem na regiao de 660-700

nm. Boa sensibilidade: detecta [ ]s 2 10 ug/ml

Desvantagem: pouca especificidade detecta poder redutor, nGo especificamente proteinas; no caso delas a
intensidade depende do conteudo de residuos aromadticos; tiois sGo interferentes.

Augusto 21



Métodos indiretos para dosar proteinas

Método de Bradford (Commassie brilliant blue G)
-Corante forma complexos com proteinas principalmente
por meio de interagdes iOnicas com amino acidos basicos
(Lys e Arg) que absorvem luz a de 595 nm (enquanto o

reagente absorve a 469 nm). :-

o mEy e - e
0:5=0 ~
Solucao:
S oVehe! T FTTY o
o"‘c:H

469 nm 595 nm

Revelar proteinas em géis
O N_ _CH,

proteina > 5 ng

- 3*-‘-.4
B =

Desvantagem: intensidade depende do conteudo de residuos de Lys e Arg. Usualmente, a proteina
empregada para obter a curva padrao é a albumina de soro bovino.

Augusto 21



Analise de misturas de aminoacidos (e proteinas)

Quantitativas e qualitativas.

* Absorbancia.

* Eletroforese (papel ou gel poroso).
* Focalizacdo isoelétrica.

* Cromatografia em papel.

* Cromatografia em coluna.

* Espectrometria de massa.



Cromatografia

e Analitos: moléculas a serem separadas.

 Fase estacionaria: fixa, geralmente porosa e sélida (papel ou silica). \@@@qmﬁp

Tempo

ﬁﬁi’m

Fas'e veI H '

Analito

Id a por
(f cionari )

Suporte poro:

i IE

Rg OF jm Dt n

Efluente ~

* Fase movel: liguida ou gasosa, carrega os componentes da mistura de
analitos a serem separados.

Fase estaciondria ———

Analito

Fase movel




Cromatografia em camada delgada (CCD)
* Eminglés TLC (Thin Layer Chromatography).

* Fase estacionaria: folha de vidro ou plastico revestida por silica gel, alumina
ou celulose.

* Fase movel: polar, apolar, ou misturas.

* Ambas as fases influenciam nas propriedades de separacao.




Cromatografia em camada delgada (TLC)

a - !
1 I I I
¥ - - L)
After After
g ’ } [~ L] |
— ( , " " (b
5 mins 10 mins |
al
- * 1

Rf = distance travelled by the component
distance travelled by the solvent
= a

b
\ Steps of Thin Layer Chromatography /

e Os analitos migrarao em diferentes taxas de acordo com a sua interacao
com a fase estacionaria e sua variada solubilidade na fase mavel.



Cromatografia em camada delgada (TLC)

Py a e et e e e N N O

Phenyl alanine Tyrosine Threonine o
- Leucine Tryptophan
Methionine

Glutmine
Ghvdne Proline

Asparagine

Histidine Alanine

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

» nanor chramataoranhv aof 11 aminan aride

* Devem ser usados padroes, ou modificacao quimica que gere cor especifica nos
aminoacidos (como acima).



Tempo

A

' [
Cromatografia jem—
I
* Analitos: moléculas a serem separadas. ~ “
’Reservatéri\
ée movel
 Fase estacionaria: fixa, geralmente Amosta protic
s Qe s Analito -
porosa e solida (papel ou silica). Matrz ssida porosa |

(fase estacionaria)

Suporte poroso
* Fase mavel: liquida ou gasosa, carrega X
os componentes da mistura de analitos a |

serem Ssepa rados.

Regisrador — Detector
Efluente -

,‘L‘ -

Coletor —7 =
de fragoes [



Cromatografia em coluna

3 Sy
PP g

Charge

* A amostra é recuperada e mantém sua atividade biologica.

A fase estacionaria (resina de silica) possui diferentes grupos quimicos
para explorar as propriedades das proteinas.

LT
Tt

» A fase movel (tampao) pode favorecer ou desfavorecer a inter
das proteinas com a fase estacionaria.



samplel.res

Tempo = Fase movel tampao mais

amostra
200] 1 1M  Fase estacionaria. resina

da coluna

=N
= Cond

A

=

w

(=}
T

Eluicao: processo de
passagem da amostra (fase

g Z .
3 100] D moével ou eluente) pela
Reservatortr\ 2 = coluna (fase estacionaria)
v, sal através do uso de um
solvente fluido (geralmente
Amostra protelca . uma solucao tampao de pH
(fase move) V| le | -l bl kb bkl bl bl il ek e concentracio de sais
Matriz sélida porosa * Eiution volume () ° “ conhecidas). Ocorre
Ussaesiaamota) | Detecgéo de proteina diluicao da amostra.
Suporte poroso por absorbancia em 280
nm (linha azul).

Os tragos vermelhos

indcamacoletadevma | Gromatografia em coluna
fracao, representada

Registrador —— Detector  abaixo pelos diferentes

l / tubos
|

L' | Efluente - /

A

Coletor
de fragoes



f L A mistura de proteinas é
f adicionada a coluna contendo
/ \ o o permutadores de cations.
L i

= © Carga final positiva elevada
®o'|| |oCargafinal positiva
94 | ©Cargafinal negativa
@ Carga final negativa elevada

©f o As proteinas movem-se
o & através da coluna em
o velocidades determinadas

o °© por suas cargas finais no
R . pH utilizado. Com

° permutadores de cations,
ooo

as proteinas com mais
carga final negativa
movem-se mais rapido e
eluem mais cedo.

Granulos de polimero
com grupos funcionais
camregados negativamente
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e
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(a) Cromatografia de troca idnica

Cromatografia de
Troca lonica

200

150

100

Absorbance (mAu)

50

[=]

samplel.res

]gtl)mlmihlm\mllesohlmlzhlzlﬁ~zk|=|nM° lwlnlﬁklﬂwoblmblw*ilgl%lslslwlzlz(

o |>Q
40 160

lioen]

Elution volume (ml)

1M

Deteccéo de proteina por
absorbancia em 280 nm
(linha azul). sal.

Gradiente de
concentragao de

Video




Cromatografia de Troca IOnica

=
L. i

=== Proteina negativa (-7)

Proteina negativa (-4)
[ |
[ |

Resina Positiva

= (fase estaciondria)

Resina positiva: liga moléculas negativas, portanto troca anions

Cromatografia de troca anidnica

O balango de cargas da molécula influi no grau de interacao.
Quanto maior, mais interagao.

Eluicdo em diferentes fracdes.

Separacao das moléculas por carga.

Proteinas com carga liquida positiva ndo interagem com a resina
negativa.

Proteina positiva (+6)

Proteina positiva (+4)
R

¥+

Resina negativa
(fase estacionaria)

+ g

Resina negativa: liga moléculas positivas, portanto troca cations

Cromatografia de troca catidnica

O balango de cargas da molécula influi no grau de interagao.
Quanto maior, mais interagao.

Eluicdo em diferentes fracdes.

Separacdo das moléculas por carga.

Proteinas com carga liquida negativa ndo interagem com a resina
negativa.



Cromatografia de Troca Ionica ... ...

=
PR

=== Proteina negativa (-7)

Proteina negativa (-4)
[ |
[ |

Resina Positiva

= (fase estaciondria)

Resina positiva: liga moléculas negativas, portanto troca anions

Cromatografia de troca anidnica

O balango de cargas da molécula influi no grau de interagao.

A passagem de sal em gradiente de concentracdo crescente faz com
gue haja competicdo pelas cargas da resina, eluindo (desligando) as
proteinas de acordo com suas diferentes cargas liquidas, separando-
as.

Alternativamente, um gradiente de pH altera o balango de cargas das
proteinas, fazendo com que elas se eluam gradativamente de acordo
com seus Pls.

++
JE,
]

o Proteina positiva (+4)
R

¥+

i g

Resina negativa
(fase estacionaria)

Resina negativa: liga moléculas positivas, portanto troca cations

Cromatografia de troca catidnica

O balango de cargas da molécula influi no grau de interagao.

A mesma ldgica é usada nesta situacao.

Video



samplel.res

Bomba — uv
200
A mistura de prot El 130
é adicionada a col E
que contém um §
polimero com S 100
ligagoes cruzadas 5
b
50
. ;
belofob- bl b [l bl ik bk kol e lpls s ale el e |
100 120 40 160 180 200 22(
; Elution volume (mil)
As moléculas de N .
proteinas separan Deteccéo de proteina por
por tamanho; mol A .
maiores passam n absorbgnCIa em 280 nm
liviemente, apare: (linha azul).
nas fracdes iniciai:

1 2 3 456
(b) Cromatografia de exclusao por tamanho

Cromatografia de filtracao em gel
(ou de exclusao por tamanho)

[10eN]



‘Bomba_

Cromatografia
de Afinidade

Solucao de ligante é
adicionada a coluna

A mistura de proteinas fE ' \
é adicionada a coluna / 4 ° : \

3 L]
contendo um ligante ° :o ° o\
covalentemente ligado ao i e

polimero, especifico para '\:° i .° s /
a proteina de interesse. Ao invés de carga, a resina (fase estacionaria)

possui ligantes que interagem especificamente
com a proteina-alvo.

Anticorpo
feol| —— Parceiros de ligacdo que ocorrem nas células
0.3
O o
OO °
é Proteinade - -
interesse

icos usados na puri-

i
Je troca ibnica explora £C = ’
i . e 09
gas elétricas finais de L fn; Sl ‘ LU L
natografia de exclusao 1234567829 123 456 7 829
em gel, separa protei- Proteinas nao desejadas sdo A proteina de interesse é eluida
atografia de afinidade lavadas da coluna. pela solucao de ligante.

‘ligagédo. Detalhes adi-

i (c) Cromatografia de afinidade



Cromatografia de interacao hidrofobica

A) B)

Q: o
O/ l \ o 8) High salt
.
Q Structured Q . >
* / /- water
Q Less structured
o water \

o ' High salt

Grupos apolares ligados a resina (butil, fenil).
Alta concentragao de sal inicial favorece a interagao com a resina.

Eluicao é feita com diminuicdo na concentracdo de sal.



Cromatografia liquida de alta performance
(HPLC)

* Até o momento estadvamos citando sistemas do tipo FPLC (Fast Performance
Liquid Chromatography).

* FPLC (baixa pressao no sistema): menor capacidade de separacao.
* Mas geralmente mantém a estrutura nativa das proteinas.

* High Performance Liguid Chromatography: alta pressao; resinas, colunas e sistema
mais robustos; maior capacidade de separacao; menor quantidade de amostra



COOH
T
L )
g 2 0 & ! HH,
sE€5 8 ;
g F & 5
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30004 OOH
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Figure 1: Purification of the tryptophan oxidation products by singlet oxygen. A) HPLC
chromatogram (A = 215 nm) showing the collected fractions and its composition. B) Uv
spectrum intensity ranging from A = 200 — 400 nm. AU, arbirtrary units; FMK, N-
formylkynurenine; WOH, tryptophan tricyclic alcohool; WOOH, tryptophan tricyclic
hydroperoxide. Separation was peformed using a C18 column.
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Analise de aminoacidos por HPLC

ALl
4 W Peaks
250 1. L-Aspartic Acid 10. Ammonia
4 2. L-Glutamic: Acid 11. L-Tyrosine
1 3 L-Serne 12. L-Waline 18
4 4 Glycine 13. L-Methionine
200 5. L-Histidine 14. Li-)-Cystine
4 6. L-Anginine 5. LHsoleucine
7. L-Threonine 18. L-Leucine 14
A EB. L-Alanine 17. L-Phenylalanine 1 16
150
1 8 L-Proiine 18. L-Lysine 9 1245 187 47
] g | 70
100
] 2
50 10 [
gl L/\_J UL L)'\J.I LM
T L3 T L 'I L L3 L L] ‘I' L L L L] T L T L] L |' L Ll L] T I T L L , '| T L] L L '| T L L L]
0.0 0% 1.0 15 20 25 30 35 min

« Derivatizagdo dos aminoacidos: reacdo quimica que muda a sua estrutura para aumentar sua detectabilidade e/ou
performance cromatografica.

* Por exemplo, substituicdo de grupos polares das cadeias laterais por grupos apolares.
* A partir de padrdes com conhecidos tempos de retencdo (RT) é possivel saber o conteddo da sua amostra.
* Adrea do cromatograma é usada para quantificagdo com alta precisdo (para qualquer analito quantificado por HPLC).

* Principal técnica usada pela industria farmacéutica.



Degradacao de Edman — sequenciamento de
proteinas (amino-terminal

/‘
8%
Proteina
Polipeptideo Fenilisotiocianato NH
N g NH
¢ i Cu N..
! ( "I‘l-l\ " s IN s=C~ Tc=0

i \ pH bai A / H bai | |

23 R'—CH — + C—CH——— +HN—CH
/ i \ V4 |
: © pH elevado =0 \ o R R
| o I = ,
i ~*NH, | Anilinotiazolinona Feniltioidantoina
{ RZ—CH | derivada do residuo derivada do residuo
! | de aminoacido de aminoacido

C=0 \

[ N l,liz IF3
| + z
| C HyN—C—C—N—C—C A zsgs::go
| Derivado do H (H) B 58
I

1 feniltiocarbamil
N

FIGURA 3-27 A quimica do sequenciamento de proteinas desenvol-
vida por Pehr Edman. A ligagao peptidica mais proxima do aminoterminal
da proteina ou polipeptideo é clivada em duas etapas. As duas etapas sao

Pouco usada atualmente, o sequenciamento de proteinas em larga escala é feito majoritariamente por

espectrometria de massas.

z

Por HPLC

Identificar o residdo de
aminoacido do polipeptideo.

Purificar e reciclar o fragmento
de peptideo remanescente
pelo processo de Edman.

levadas a cabo sob condigoes de reagado muito diferentes (condigoes basicas
na etapa @ e icidas na etapa @, permitindo que uma etapa prossiga até sua
conclusao antes que a segunda se inicie.



Sal e a solubilidade de proteinas

Solubilidade NGl NaC I
(mg de proteina/mL) : a vau Log de solubilidade
2.4 ¢ 0,010M 1M (mg de proteina/mL) 0,8 In : Out
2,0 E 009 |
: I
: I
1,6 ; 084
5 I
1,2- 5 A6 |
. . I
: |
ul : T T T T 1
0.8 E 1 2 3 4 5
Forga ibnica
0,44 : Efeito de salting-in e salting-out
5,2

* Usar excesso de sal em um tampao pode fazer a sua proteina (ou “contaminantes”)
sairem de solu¢ao, sendo comumente um passo inicial de purificagao. Mantém a
atividade biolégica (testar empiricamente).



Purificacao de proteinas na pratica

http://www.agbooth.com/pp ajax/

Acompanhando a purificacao de proteinas por
atividade enzimatica.

0 5 10 15 20 25 30 35




Calculando o rendimento do processo de purificacao

JLUIIRE S Tabela de purificado para uma enzima hipotética

Volume da fragao Proteina total Atividade Atividade especifica
Procedimento ou etapa (mL) (mg) (unidades) (unidades/mq)
1. Extrato celular bruto 1.400 10000 100000 10
2. Precipitacio com sulfato de amdnio 280 A5.000 96.000 52
3. Cromatografia de troca ibnica 90 400 80.000 200
4. Cromatografia de exelusio por tamanho 80 100 60000 GO0
5. Cromatografia de afinidade i) 3 45000 15,000

Nota: Todos os dados representam o estado da amostra apds a realizacio do procedimento designado. A atividade e a atividade especifica sdo definidas na

pégina 95,

http://www.agbooth.com/pp ajax/

Acompanhando a purificacdo de proteinas por
atividade enzimatica.

~ 0o
0509 C

o~

FIGURA 3-22 Atividade versus atividade especifica. A diferenca en-
tre esses termos pode ser ilustrada considerando dois béqueres contendo
esferas. Os béqueres contém o mesmo numero de esferas vermelhas, mas
numeros diferentes de esferas de outras cores. Se as esferas representam
proteinas, ambos os béqueres contém a mesma atividade da proteina repre-
sentada pelas esferas vermelhas. O segundo béquer, no entanto, apresenta
a atividade especifica maior porque as esferas vermelhas representam uma
fragao mais alta do total.




