
Purificação de Proteínas









(eletroforese isoelétrica, cromatografia de troca iônica)

(eletroforese, cromatografia 

de exclusão por tamanho)

(cromatografia de afinidade)

(precipitação por sulfato de amônia+centrifugação)

(cromatografia de hidrofobicidade)

(choque térmica+centrifugação)



Ponto isoelétrico de algumas proteínas

Ponto isoelétrico de uma molécula (ie aminoácido, proteína) 

é o pH no qual a sua carga líquida é zero 



Solubilidade é 

dependente do pH

Menos solúvel 

quando pH = pI

pH



Em baixa força iônica

as repulsões eletrostáticas entre 

grupos carregados deestabilizam 

a proteína, expondo grupos 

hidrofóbicos, resultando em 

agregação e precipitação.

“Salting in”

Força iônica da solução (mol/L)

Log solubilidade

da proteína

(g/L)

A solubilidade de uma proteína é dependente da “força iônica” da 

solução

Em alta força iônica

os grupos carregados na 

superfície da proteína 

são blindados por 

contra-ions, 

neutralizando a carga 

líquida da partícula. Isso 

facilita agregação e 

precipitação.

“Salting out”

Na+

K+

C = concentração do íon

Z = carga do íon



SDS





SDS-PAGE = 

“sodium dodecyl sulphate 

polyacrilamide gel electrophoresis”

Separação de proteínas por eletroforese

Azul de bromofenol



Peso molecular (Da)



• Assistir estes vídeos em casa: 

https://eaulas.usp.br/portal/video?idItem=18557

https://www.youtube.com/watch?v=i_6y6Z5UvwE

https://www.youtube.com/watch?v=nsL55BiI3Go



Eletroforese isoelétrica: se baseia no fato que a carga líquida de uma proteína depende 

do pH do seu ambiente

A) Solução de mistura de proteínas é aplicada a uma fita de gel 

com um gradiente de pH imobilizada (IPG) (https://en.wikipedia.org/wiki/Immobilized_pH_gradient

https://en.wikipedia.org/wiki/Isoelectric_focusing)

B) Quando um campo elétrico á aplicado, as proteínas se 

distribuem segundo seus valores de pI (ponto isoelétrico)

Todas as proteínas que se encontram em uma região com pH < pI tem carga + e migram para o catodo (a direta)

Todas as proteínas que se encontram em uma região com pH > pI tem carga - e migram para o anodo (a esquerda)

pI = 3 4 8,5 10



Eletroforese

Bidimensional

Primeira

Dimensão

Eletroforese

Isoelétrica

Segunda

Dimensão

SDS-PAGE

Fita de Eletroforese 

Isoelétrica é sentada 

acima do gel de 

SDS-PAGE

pI diminuindo

Massa molecular diminuindo



menor

maior



Cromatografia líquida

vários tipos

Todos tem uma fase móvel (líquida) e uma fase estacionária (sólida)

HIC=Hydrophobic Exchange Chromatography





Soluçoes para a fase móvel (líquida)

A coluna contendo a 

fase imóvel (sólida)

Bombas

Válvula de injeção

Coletor de frações

PC de controle
Detector 

de UV



Cromatografia

de Troca Iônica:

Separação das proteinas 

baseadas nas suas 

cargas líquidas

Fase sólida/imóvel é um

Polímero com grupos 

funcionais carregados 

Negativamente (ou +va)

Mistura adicionada a 

Resina de troca catiônica

Proteínas movem com velocidades 

Que dependem das suas cargas 

líquidas no pH sendo usado



Fase sólida/imóvel

Exemplo: Matriz de celulose (ou outro polissacarideo) modificado com 

grupos carregados negativamente ou positivamente 

Trocador de aníons

Trocador de catíons
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DEAE-celulose



Cromatografia Hidrofóbico:

Separação das proteinas 

baseadas nas suas 

hidrofobicidades

Stationary 

Phase 

Resin
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Cromatografia

de exclusão por tamanho

(filtração em gel):

Separação das 

proteinas baseadas 

nos seus tamanhos 

(pesos moleculares)

Fase sólida/imóvel:

Resina feita de 

partículas porosas

Mistura adicionada ao

topo da coluna de resina 

Partícula

menor      maior

A
b
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rb
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Moléculas maiores não entram nos 

poros e portanto são transportadas 

mais rapidamente do que moléculas 

menores.



GEL FILTRAÇÃO (sem 2-mercaptoetanol)

SS
2x100

2x60

80

Volume eluida

Abs

280

nm

PM Mix  A  B  C PMMix A  B  C

10

50

20

200

30

100

SDS-PAGE
- 2-mercaptoetanol + 2-mercaptoetanol

kDa

PM = marcadores de  peso molecular 

A                B               C
10

50

20

200

30

100

kDa



Ve = volume de eluição

Vo = Volume excluído (blue dextran)

Vi = Volume interno (dentro das partículas)

Vtotal = Vi + Vo (sacarose)

20 kDa

50 kDa

80 kDa

100 kDa

200 kDa



Cromatografia

de Afinidade:

Separação das proteinas 

baseadas nas suas 

afinidades específicas

para outras moléculas

ou proteínas.

Mistura adicionada à 

resina polimérica 

com ligante ligada 

covalentemente Proteínas não 

desejadas 

não ligam e 

passam 

livremente 

pela coluna

Eluir a proteína de interesse 

passando uma solução do ligante livre



Immobilized metal affinity chromatography (IMAC)

IMAC explora a capacidade do aminoácido histidina de se ligar a íons de metais de transição 

quelatados. A histidina é globalmente o marcador mais usado, frequentemente encontrado 

como seis resíduos de histidina em série, mas também está presente na superfície de 

muitas proteínas não modificadas. Dos íons metálicos usados nesta técnica, o níquel (Ni2+)

geralmente provou ser o mais bem-sucedido.

Ni2+-NTA = Níquel-Ácido Nitrilotriacético).





Column
Equilibrium

Sample
Application

Wash
unbound
and
weakly
bound
proteins

Elution
Gradient: 0-50%B

Resultado esperado

6xHisProtein

SDS-PAGE 

B    6xHis-

Bcontaminantes

PM----- Absorbância 280 nm       ---- [imidazol]



Cromatografia

de Afinidade:

O ligante pode também ser 

um anticorpo específico para 

a proteína desejada.



Tabela de purificação para uma enzima hipotética    

Extrato celular bruto

Precipitação com 

Sufato de amônio

Cromatografia 

troca iônica

Cromatografia de 

gel filtração

Cromatografia por 

afinidade

Procedimento Volume da         Proteína  Atividade Atividade 

fraçao (mL)       Total (mg)           (unidades) específica

(U/mg)






