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Sequenciamento de proteínas

Etapas:

• 1) separar as cadeias 

• 2) reduzir os grupamentos dissulfeto

• 3) hidrólise total

4) determinar os resíduos N- terminal

5) Hidrólise enzimática da cadeia

6) Determinar a sequência
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1. Desdobramento da ligação dissulfeto  separação das 

cadeias polipeptídicas

Usar agentes desnaturantes e  romper as ligações dissulfeto
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Identificação do N-terminal

FDNB- 2,4 dinitrofluorobenzeno

(Sanger)

(Edman)
Sequenciadores automatizados fazem 

todas as etapas, com capacidade para 

realizar 30 ciclos por dia, a partir de 

100-200 picomoles de proteína. 
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Estrutura primária: é a sequência dos aminoácidos na cadeia polipeptídica.
aminoácido

A posição do pico no cromatograma identifica o aminoácido.   

A área do pico quantifica o aminoácido. 

A proteína pura é tratada com 

HCl 6N fervente para quebrar

(hidrólise) as ligações peptídica.

Triptofano é destruido

A mistura resultante é submetida

a métodos cromatográficos (fase

reversa, troca iônica) para separar

os diferentes aminoácidos. Tempo de retenção (min)
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2. Analise da composição de aminoácidos



3. Separação e análise dos peptídeos
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Clivagem da 

cadeia 

polipeptídica 

usando métodos 

de clivagem 

específicos  

(Proteases, CnBr)

ordenamento

ETAPA 

REALIZADA



Hidrólise parcial das cadeias polipeptídicas
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Exemplo de análise de uma enzima Beta-

glicosidase por SDS e Espectrometria de massas 
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A clivagem de um polipeptideo com CNBr e quimiotripsina

produz fragmentos com as sequencias de aminoácidos 

listadas. Qual a sequencia do peptídeo intacto?

Tratamento com CNBr

1-Arg-Ala-Tyr-Gly-Asn

2. Leu-Phe-Met

3- Asp-Met

Tratamento com quimiotripsina

4. Met-Arg-Ala-Tyr

5- Asp-Met-Leu-Phe

6- Gly-Asn

Arg-Ala-Tyr-Gly-AsnAsp-Met-Leu-Phe- Met



O tratamento de um polipeptídeo com 2-mercaptoetanol produz dois polipeptideos:

1. Ala-Val-Cys-Arg-Thr-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Leu

2. Tyr-Lys-Cys-Phe-Arg-His-Thr-Lys-Cys-Ser

1. Ala-Val-Cys-Arg-Thr-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Leu

2. Tyr-Lys-Cys-Phe-Arg-His-Thr-Lys-Cys-Ser

1- Ala, Val,Cys, Arg, Ser

2-Thr, Gly, Cys, Lys, Phe, Arg

3- Lys, Tyr

4- Asn, Phe, Leu
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1. Ala-Val-Cys-Arg-Thr-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Leu

2. Tyr-Lys-Cys-Phe-Arg-His-Thr-Lys-Cys-Ser

O tratamento do peptideo intacto com tripsina (cliva c-terminal de 

lys e Arg) produz fragmentos com a seguinte composição de 

aminoácidos:

3. (Ala, Arg,Cys, Ser, Val)

4. (Arg, Cys, Gly, Lys, Thr, Phe)

5. (Ans, Leu, Phe)

6. (Lys, Tyr)

Indique a posição da ponte dissulfeto no polipeptideo intacto.

1- Ala, Val, Cys, Arg, Phe

2- Tyr, Lys

3- Thr, Gly, cys, ser

4- Asn, Phe, Leu
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