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Medida indireta de “concentracdo” da Medida indireta de “concentracdo
proteina de interesse caso ela sejauma  relativa’ da proteina de interesse caso

enzima. ela seja uma enzima.
A Purification Table for a Hypothetical Enzyme* T
Total |

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

extract 10,000 100,000 10 TSk
2. Precipitation with 32/10 = 3,2

ammonium sulfate 3,000 96,000 32
3. lon-exchange 200/32 = 6,25

chromatography 400 80,000 200
4. Size-exclusion O (s N Q)O ™

chromatography 100 60,000 600 Oog OQ)V
5. Affinity chromatog- s

raphy 3 45,000 15,000

FIGURA 3-22 Atividade versus atividade especifica. A diferenca en-

O enriquecimento do processo é calculado dividindo-se a
atividade especifica com relacao ao passo anterior.

Portanto, no primeiro passo houve enriquecimento de 3,2
vezes na amostra

No segundo passo houve enriguecimento de 6,25 vezes
na amostra




Eletroforese em papel
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Aminoacidos ou proteinas.

Necessita de método de coloragao.
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SDS-PAGE :
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* Sodium Dodecyl Sulfate- PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 3
)
>
* SDS: detergente ibnico que desnatura as proteinas. Intercala-se na

sequéncia proporcionalmente ao numero de residuos de aminoacidos
(logo, proporcional a massa molecular)
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SDS-PAGE
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* Sodium Dodecyl Sulfate- PolyAcrylamide Gel Electrophoresis )
)
>
* As proteinas passam a ter um balanco total de cargas negativo e
proporcional a sua massa molecular.
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SDS-PAGE

* Sodium Dodecyl Sulfate- PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

* Uso de agentes redutores para desfazer pontes dissulfeto.

* Aquecimento da amostra a 95 °C para completa desnaturacao.
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SDS-PAGE
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Negative Electrode (-)

Glycine Glycine* Glycine®  Glycine™
) G!wh:‘ 5 Glycine*  Glycine*
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Positive Electrode (+)

» Gel de empilhamento: ordenar todas as proteinas antes de entrarem no gel de separacao (isotacoforese).

* Possui pH ligeiramente 4cido (6,8) e menor concentracdo de poliacrilamida (4%).

* Gel de separagdo: pH alcalino 8,8 e maior concentrac¢do de poliacrilamida (12%). E possivel variar de acordo
com necessidade.



SDS-PAGE =
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Relative mobility

Determina¢do da massa molecular a partir de uma amostra padrao (marcadores).

Coloracdo com reagentes especificos: Coomassie Blue (esq), Nitrato de Prata (dir, mais sensivel e mais trabalhosa)



Eletroforese (nativa) em gel de poliacrilamida

Cl Cll clr - Clv
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* Native PAGE =l
* Separacao das moléculas por carga — ' =
C
~ ’ M—. e
* Ndo desnatura as proteinas. =
5l [E
 Atividade enzimatica pode ser observada.

* Complexos de proteinas e oligdmeros nao sao desfeitos
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Focalizacao isoelétrica

Uma amostra de proteina pode ser aplicada a uma
extremidade de uma fita de gel com um gradiente de
pH imobilizade. Ou uma amostra de proteina em uma
solugao de anfdlitos pode ser usada para reidratar uma
fita de gel desidratada.

Um campo elétrico é aplicado.

© ®
[ P . @ [ |
pH3

pH9 ———— pl descrescente

Apos serem coradas, as proteinas sdo mostradas distribuidas
ao longo do gradiente de pH segundo seus valores de pH.

FIGURA 3-20 Focalizacdo isoelétrica. Essa técnica separa proteinas de
acordo com seus pontos isoelétricos. Uma mistura de proteinas é colocada
em uma fita de gel contendo um gradiente de pH imobilizado. Com a apli-
cacdo de um campo elétrico, as proteinas entram no gel e migram até que
cada uma atinja um pH equivalente ao seu pl. Lembre-se que quando o pH
= pl, a carga final de uma proteina é zero.
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Amostra de proteina
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(A) Indirect ELISA

Wash
Antigen-
coated well
(B) Sandwich ELISA
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Absoprtion pad

Control line
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Test line
Conjugate pad
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Imuno-cromatografia para deteccao de antigenos de SARS-CoV 2
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Western blotting

Add radiolabeled
specific antibody.
Wash to remove

unbound antibody.

Protein that reacts with antibody
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_ Espectrometro
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Sequenciamento de proteinas por espectrometria de massa
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Cristalografia por difracdo de raios X A proteina deve estar sob a forma de cristal.
Determinacao da estrutura tridimensional

Elétrons dispersam raios x proporcionalmente (densidade
eletronica).

A intensidade dos reflexos e suas posi¢coes sao convertidas na
posicdo espacial dos atomos

Superficie

Desenho Esqueleto
peptidico
Fonte de
raios X
Feixe de
raios X
' ' Cristal
Figure 4 x Ray diffraction photograph taken at PX7.2, Daresbury Laboratory, Cheshire,
UK, of bovine enterovtrus™ with 0.5° oscillation range and maximum resolution at the edge

\ .
of the film of 2.8 A. The x ray wavelength was 1.488 A.
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Figura 3.43 Aresolugao afeta a qualidade de uma imagem. O efeito da resolucdo sobre a qualidade de uma imagem
reconstruida € mostrada por uma analogia éptica da difrac@o de raios X: A. uma fotografia do Partenon; B. um padrdo de
difrag@o optica do Partenon; C e D. imagens reconstruidas a partir do padrdao em B. Mais dados foram usados para obter a
imagem D do que a C, o que explica a melhor qualidade da imagem D. [Cortesia do Dr. Thomas Steitz (parte A) e Dr. David
DeRosier (parte B) ]



