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PRECIPITACAO

Precipitacado: operacao na qual uma perturbacao, quimica ou fisica, em
uma solucéo, promove a formacao de particulas insollaveis;

Etapa preliminar em diversos procedimentos de purificacao;
Tradicionalmente usada também como etapa de concentracao;
Remocao do precipitado: separacao solido-liquido;

Proteinas precipitadas tém sua estrutura tridimensional modificada.
Trata-se, portanto, de método agressivo para estas moléculas, pois sua
funcao bioguimica depende da estrutura;



VANTAGENS:

o Facilidade de operacao,

o Equipamentos relativamente simples;
o Facilidade de ampliacao de escala;

o Grande numero de agentes precipitantes

(sendo muitos de baixo custo ou usados em concentracdes peguenas).

o Para proteinas extracelulares e dependendo da aplicagao industrial
pode ser um etapa unica de purificacao;



Principais metodos de precipitacao de proteinas

AGENTE PRINCIPIO VANTAGENS DESVANTAGENS

Sais neutros Interacdes hidrofébicas - reducéo Uso universal Corrosivo
It da camada de hidratagdo da Baixo custo Liberacdo de amoénia
(salting-out) AT EE! em pH alcalino
Polimeros SLEEED L AL £ Uso de pequenas Aumento da
- n aguosa - reduzindo a solvatacédo da . : .
nao-ionicos proteina quantidades viscosidade
Interacdes hidrofébicas e .
Calor interferéncia das moléculas de agua Bal?(o SIS Risco de desnaturacao
nas ligacdes de hidrogénio Slmples
- AT Ligagdo com a molécula de proteina Uso de pequenas : ~
Polieletrolitos atuando como agente floculante guantidades Risco de desnaturacao
iNni = Neutralizacdo da carga global da
RreC|thqgao proteina pela alterag&o do pH do Uso de pequenas Risco de desnaturacao
iIsoelétrica meio quantidades
: . . Uso de pequenas : ~
Sais metalicos Formagéao de complexos Peq Risco de desnaturacao

gquantidades
Facilidade de

Solvamnies | ReelED thEhsEmeelelEiien e reciclagem Risco de desnaturagao
aA . meio aumentando as Interagoes ey ~ , .
organicos eletrostaticas intermoleculares ~ Facilidade naremocéo Inflamavel e explosivo

do precipitado
Polieletrélitos = PEI - polication polietilenoimina e PAA — polianion acido poliacrilico

Polieletrélito e Proteina devem ter cargas opostas -» precipitacao



1. Precipitacao por adicao de sais

Adicdo da sais 2 aumento da forga ionica
—> solvatagdo dos ions de sal 2>
desidratacao das zonas hidrofobicas da
proteina

Sais mais efetivos:

Anions com multiplas cargas (sulfatos, fosfatos, citratos)

Cations: Mais usado - (NH,),SO,

2
7




Aspectos que influenciam o processo de solubilizagao de
salting out.

1 - Proteinas com maior namero de regioes hidrofobicas na
supetrficie se agregam mais rapidamente;

2 - Caracteristica dos sais;

3 - pH, proximo ao ponto isoelétrico, a agregacao da proteina é
facilitada;

4 - A solubilidade das proteinas diminui com o aumento da
temperatura.
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A precipitacdo isoelétrica pode se combinar com o efeito salino para tornar a

precipitagcao mais eficiente.



3. PRECIPITACAO COM SOLVENTE ORGANICO

diminuicao da
atividade de agua = diminui o poder de solvatacdo da agua nas regioes
carregadas e hidrofilicas

O solvente deve ser completamente miscivel, nao reagir com a
b
proteina e ter um bom efeito de precipitacao.

Deve ser operado em baixa temperatura (<10 © C)




Solvente
Organico

Agregacao de proteinas por interacoes eletrostaticas entre
superficies com cargas de sinal oposto em meio aquoso contendo
solvente organico.



PRECIPITACAO FRACIONADA

A PRECIPITACAO FRACIONADA corresponde & precipitacido em
duas ou mais etapas:

Na primeira removem-se proteinas indesejaveis menos soluveis e,
na(s) seguinte(s), precipitam-se uma ou mais moléculas-alvo;

Em um estagio: util como técnica de concentracao;

Na precipitacao fracionada em geral varia-se a concentracao do
agente precipitante, mas também pode-se variar outros fatores;

Os estagios sao chamados de “cortes” (em geral, dois);
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solubilidade por volume inicial de solucao

4

concentragao de precipitante

Representacao teorica dos perfis de solubilidade de uma molécula de interesse
e outras presentes no meio, em concentrac0es crescentes de precipitante.
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(—H-) e proteinas totais (—A-).



PARAMETROS DE AVALIACAO

Recuperacao de Proteinas Totais:

RIO = Teor de proteinas apos a etapa de purificacao x 100
Teor de proteinas inicial

Recuperacao da Atividade Enzimatica:

R,z = _Atividade apds a etapa de purificacéo x 100
Atividade inicial
Aumento de Pureza:

Ap, = _Atividade especifica apos a etapa de purificacio
Atividade especifica inicial




Light Blue: Activity of
target
Dark Blue: Total protein

Purification Results
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Figure 1.2: Typical results from a 5-step protein purification scheme
are presented. The graph demonstrates that good recovery of
biological activity, together with reduced protein mass, results in
increasing specific activity and protein purity at each step.

ATIVIDADE ESPECIFICA
AE = U/rngprotel’na

Atividade Enzimatica Inicial = 25 U
Proteina Total inicial =5 mg
AEiniciaI = 5U/mgproteina

Atividade Enzimética Final = 15 U
Proteina Total final = 1 mg
AEfinaI =15 U/mgprotel'na

Aumento de Pureza:

APu = AEFINAL / AEINICIAL
Ap, = 15/5 = 3



Resultados obtidos ap0s precipitacéo fracionada com etanol das
enzimas xilanase, B-xilosidase e proteinas totais.

B-XILOSIDASE
Amostra RP1 RA?2 AP3
(%) (%)

Inicial - - 1,0
20% etanol 70 8 0,1
60% etanol 12 74 6,1
80% etanol 18 6 0,4

XILANASE
Amostra RP RA AP
(%) (%) (AE/AE;)

Inicial - - 1,0
20% etanol 70 6 0,1
60% etanol 12 7 0,6
80% etanol 18 81 4,5

1Recupera ao de protel'nas totais; ZRecuperaga”o de Atividade;
¢
SAumento de pureza.



Exemplos de precipitacio de produtos

biotecnologicos

Producao de acido succinico via microbiana - hidroxido de
calcio ou 6xido de calcio;

Producdo de anticorpos -> adicao de etanol a 5 °C ou
sulfato de amonio - etapas cromatograficas.

Remocéo de lipideos, acidos nucleicos e fragmentos da
membrana celular - adicao de cloreto de calcio ou fosfato
de potassio.
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EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO
DE BIOMOLECULAS




PURIFICACAO DE PRODUTOS BIOTECNOLOGICOS

Bioprodutos

Intracelulares Rompimento
Celular —
A I _ Purificagao
Separacao —
de Células Clarificacao

Acabamento

Bioprodutos
Extracelulares

BIOPRODUTO

Pessoa-Jr, A.; Kilikian, B. V. Purificagcdo de Produtos Biotecnoldgicos. Editora Manole:Barueri, 444p, 2005.




EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO DE BIOMOLECULAS

Sistemas Sistemas Micelares
Poliméricos (PEG)
 / Reversos
de Duas Fases ) icel g
AQUOSas Sistemas Micelares de (SMR)
Duas Fases Aquosas
(SPDFA) (SMDFA)
. —
v
« Rapidos

Vantagens comuns
aos 3 métodos * Menor custo

* Biocompativeis




Extracao Liquido-Liquido

em Sistemas Poliméricos

de Duas Fases Aquosas




TIPOS DE SISTEMAS

1) DOIS POLIMEROS NAO-IONICOS:
PEG x Dextrana
PEG x Polivinil alcool
Polipropilenoglicol - PPG x Dextrana
Metil Celulose x Hidroxipropil dextrana

PEG x Acido poliacrilico

2) POLIMERO NAO-IONICO X_COMPOSTO DE BAIXA MASSA MOLAR

Polipropilenoglicol - PPG x Fosfato de potassio
PEG x Fosfato de potassio
Metoxipolietileno glicol x Fosfato de potassio
Polipropilenoglicol - PPG x Glicose
PEG x Glicose
PEG x Sulfato de magnésio
PEG x Citrato




SISTEMAS BIFASICOS:

a) Em processo de dissolugao,

b) Polimero superior muito concentrado,
c) Condig¢ao ideal do sistema,

d) Ambos os polimeros concentrados.
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Curva de equilibrio de um sistema PEG/fosfato




Fase Superior
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SEPARACAO DE FASES

SOLUCAO SISTEMA DE
INICIAL DUAS FASES
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COEFICIENTE DE PARTICAO
_ Cy
Cri

C,, - concentracéo, ou atividade, do soluto i na fase de topo.

K

Cg - concentracgdo, ou atividade, do soluto i na fase de fundo.

« O Valore de K e utilizado para avaliar a extensao da separacéo entre a
molécula-alvo e impurezas - coeficientes de particdo significativamente
distintos indicam ocorréncia de purificacao.

« O K éregido pela menor potencial quimico ou maior solubilidade da
biomolécula - hidrofobicidade, carga superficial, molar, pH, forca idnica.

« PLANEJAMENTO FATORIAL



FATORES QUE INFLUENCIAM NO COEFICIENTE DE PARTICAO (K) DE BIOMOLECULAS

1 Concentracao de Polimeros (Diagrama de Fases)
2 Tipo e Concentracao de Sal/ Efeito de “Salting-Out” da fase salina
3 Ligantes/ Interacoes bioespecificas

4 Massa Molar do PEG/exclusdo pelo volume

5 pH/cargas superficiais

6 Temperatura

7 Reduzir a viscosidade da fase Superior

8 Diferenc¢a de densidade entre as fases



Extracao Liquido-Liquido

em Sistemas Micelares




.‘,\\\% MICELAS = agregados de tensoativos

iy

Formacao de micelas — balanco complexo de forcas intermoleculares:
eletrostaticas ligacOes de hidrogénio

van der Waals hidrofobicas estéricas

Razao principal para a formacao de micelas = obtencao de estado
minimo de energia livre

_ tropia X entalpia
AG = AH - TAS eh
(miscibilidade das micelas) (separacao das micelas da agua)




TIPOS DE AGREGADOS FORMADOS
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Extracao Liquido-Ligquido em
Sistemas Micelares de Duas Fases Aguosas

(SMDFA)
\\/4. NN
-
biomolécula biomolécula
hidrofilica hidrofobica
— _/

Y
Possibilidades de interacao entre

biomoléculas e as micelas



CARACTERISTICAS

v' Ambiente ameno para materiais bioldgicos = Biocompatibilidade

v/ Método seguro, ndo utiliza compostos inflamaveis e explosivos;

v Micelas fornecem ambientes hidrofilicos e hidrofobicos:

v Pode ser aplicado a sistemas envolvendo células Intactas:

v

Alternativa na purificacao de proteinas de plantas - compostos
presentes em plantas que interferem nas técnicas convencionais de
extracao, como fendis e clorofila, podem ser facilmente removidos
por SMDFA.

A seletividade da particao pode ser melhorada com a utilizacao de
micelas contendo ligantes de afinidade ou misturas de tensoativos;



v’ Fé&cil separacdo do material desejado das moléculas de tensoativo
apos a purificacao;

v Baixo custo (a principio requer somente um tensoativo e em baixas
concentracoes);

v’ Fécil ampliacdo de escala;

v Gera residuos de facil manuseio (baixa toxicidade, fAcil
acondicionamento, etc.);

v/ Técnica ndo interfere em metodologias como cromatografia liquida,
eletroforese, ELISA, etc.



Extracao Liquido-Liquido em Sistema Micelar
de Duas Fases Aquosas

PROCESSO DE SEPARACAO DE FASES

Sistema Monofdsico Sistema Bifdsico



Extracao Liquido-Liquido em Sistema Micelar de Duas Fases
Aquosas - SMDFA

DIAGRAMA DE FASES

Two Phases

One Phase

Ceyngy s
4 C1oEa.t 6

[C1oE4] (wt %)

Figure 5: Experimentally determined coexistence curve of the CoE4/buffer micellar system. The region
within the curve is the two-phase region, representing conditions under which the micellar solution
separates into two macroscopic phases. The region outside the curve is the one-phase region, representing
conditions under which the micellar solution is a single, homogeneous phase. The dashed line represents a
tie line corresponding to 19.5 °C. At T = 19.5 °C. a CyE, micellar solution having any CjoE4
concentration along the tie line will phase separate into top and bottom phases having concentrations
CeyEy =58 Wt%and Ce g, = 0.6 Wt %, respectively. The error bars represent 95% confidence

levels for the measurements.

Yagui, C. O. R., Pessoa A., Blankschtein, d. Two- phase aqueous micellar systems - an alternative method for
protein purification. Brazilian Journal of Chemical Engineering. 21(4):531- 544, 2004




EXTRACAO DA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE - GFP,,
UTILIZANDO LIGANTE DE AFINIDADE

HOCH, OCH,(CH,);CH;

« OH

Surfactant - C,,G;

liga & celulose, di- e monossacarideos (Decyl B-D-glucopyranoside)

ClOGl

Mazzola, P. G., Lam, H., Kavoosi, M., Haynes, C. A., Pessoa A., Penna, T. C. V., Wang, D. I. C., Blankschtein, D.
Affinity-tagged green fluorescent protein (GFP) extraction from clarified E. coli cell lysate using a two-phase
aqueous micellar system. Biotechnology and Bioengineering. 93(5):998-1004, 2006.




Extracdo Liquido-Liguido em Sistema Micelar de Duas Fases Aquosas - SMDFA

\

29°C, apo6s 6h

Micela +

. ligante + GFP

Fase Pobre
em Micelas

Fase Rica
em Micelas
(GFP,)

C10G; (5%) Lisado Celular + CBM9-GFP Tampéo pH 7,2

Mazzola, P. G. Extracdo de GFP,, em sistema micelar de duas fases aquosas com ligante de afinidade. Tese de Doutorado.

FCF/USP, 2006.




Extracdo Liquido-Liquido em Sistema Micelar de Duas Fases Aquosas - SMDFA

Coeficientes de Particao da GFP , ha Extracao por Afinidade

KGFP-CBMQ

-
n
1
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th
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»
X
K (partition coefficient)

=
n
T

K :
GFP ) J

40x Dilnted 10x Diluted S£x Diluted Pure
Cell Lysate Cell Lysate Cell Lysate CBMY9-GFP

Figure 2. Expenmentally measured partition coefficients of the target protein CBM9-GFP (K g ppo-grp) at the three cell lysate dilution levels considered: 40 =
diluted cell lysate, 10 diluted cell lysate, and 5 diluted cell 1ysate. The Kegnogee value corresponding to the partitioning of the purified CEM9-GFP (Lam
et al., 2004), under the same experimental conditions (29°C, 5 wt% Cy(G,), is shown for comparison purposes. The error bars represent 95 % confidence limits
for the measurements.

Mazzola, P. G., Lam, H., Kavoosi, M., Haynes, C. A., Pessoa A., Penna, T. C. V., Wang, D. I. C., Blankschtein, D. Affinity-tagged

green fluorescent protein (GFP) extraction from clarified E. coli cell lysate using a two-phase aqueous micellar system.
Biotechnology and Bioengineering. 93(5):998-1004, 2006.



Remocao de Endotoxina (pirogénio)
por Extracao Liquido-Liquido
de Meio Fermentado

Contendo GFP,

 Formacao de micela mista: tensoativo + pirogénio
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Remocao de Endotoxina (pirogénio) por Extracdo Liquido-Liquido




Comportamento da GFPuv (@) e do LPS (@)
na Extracao em SMDFA Utilizando Triton X-114 (@)

Tubo
ViSto a
olho nu

Tubo em
camara de
luz UV




Remocéao de Pirogénio por Extracao Liquido-Liquido de

Melio Fermentado de E. coli

CondicOes experimentais e resultados
obtidos nos ensaios de particao de K =

pirogénio em sistema micelar Triton X-114

TX-114  (NH4),SO. . pirogénio R
SISTEMA T (°C) Kips
(% p/p) (% p/p) (EU/ML)  (Ve/V,)

AFext

Fref

Controle 1
1
Controle 2
2
Controle 3
3

Controle 4

26.200

____——|

Z 5,00 5,00 17,0 2.000.000 069

Patente: Remocéo de Pirogénio por Extracdo Liquido-Liquido em Sistemas Micelares de

Duas Fases Aquosas (em fase de depdsito na Agéncia de Inovacdo USP)



Extracao Liquido-Liquido

em Sistemas Micelares
Reversos (SMR)




Extracao Liquido-Liquido em Sistemas Micelares Reversos (SMR)
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MECANISMO DE ENGLOBAMENTO DE
BIOMOLECULAS POR MICELA
REVERSA

AARRARRATNN

=

é&

o
LSS

o
o
o
o—
o—
o—
o
o

Fase Polar®@= Ani
(3qU058) Fase Apolar (solvente organico)

Tensoativo e

®&— Tensoativo Biomolélaula-alvo

* Contaminante

Cargas Opostas



Extracao Liquido-Liquido em SMR - Etapa de Reextracéao

Nova Fase Micelar
Reversa <
(micelas vazias)

Nova Fase Aquosa
(1 forca idnica) <
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Fase Micelar Reversa

(micelas reversas +

biomoléculas
encapsuladas)



Extracao Liquido-Liquido em Sistemas Micelares Reversos (SMR)

SMR: SMR:
Sistema : hidrolisado sobrenadante
fora da hidrolisado (B- (G6PD) +

rgglao _ (P' Xilosidase) + leveduras
micelar Xilosidase L




Conclusao Geral

A extracao liquido-liquido tem importante potencial para
ser aplicada na purificacdo de biomoléculas de diferentes
fontes, como: bactérias; fungos filamentosos; leveduras; e

alimentos.



ETAPA

OPERACOES UNITARIAS

PRINCIPIO

Clarificacao

Filtracdo convencional

Tamanho das particulas

Centrifugacéo

tamanho e densidade de particulas

Filtracdo tangencial (membranas)

tamanho de particulas

Floculacao

Hidrofobicidade de particulas

Rompimento

Homogeneizacao

Cisalhamento

ultrassom

Cisalhamento

de moagem em moinho de bolas Cisalhamento
células —— — :
: . L Hidrdlise, solubilizacéo ou desidratacéo de moléculas que
Rompimento quimico ou enzimético ~
compdem a parede ou membrana celular
Purificacao Precipitacao Solubilidade
bgiia Ultrafiltracdo (membranas) Massa molar e raio hidrodinamico
resolucéo extracdo em sistemas de duas fases Solubilidade
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA Tipo e densidade de carga na superficie da biomolécula
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE Sitios especificos da superficie de uma proteina
(BIOLOGICA OU QUIMICA) (ligacao)
CROMATOGRAFIA DE IMUNOAFINIDADE Sitios espeC|f|co§ da Sl,JperfICIe Qe uma proteina
(adsorcgéo antigeno/anticorpo)
PURIFICACAO CROMATOGRAFIA DE INTERACAO Hidrofobicidade
DE HIDROFOBICA
o CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO
RESOLUCAO
MOLECULAR Massa molar
MEMBRANAS ADSORTIVAS Massa mola( e caracterlstlcgg para adsorgéao ou sitios
especificos da superficie de uma proteina
Tratamentos Cristalizagéo Solubilidade e caracteristicas de equilibrio liquido—so6lido
finais

Liofilizacdo e secagem

Caracteristicas de equilibrio liquido—sdlido




CROMATOGRAFIA

Os processos cromatograficos se definem como
técnicas de separacao que envolvem transferéncia
de massa entre a fase movel e a fase estacionaria.

FASE MOVEL

Meio liquido que flue
através da coluna e que
arrasta a biomolécula

FASE ESTACIONARIA

Material do recheio da

coluna — silica porosa, polimeros

sintéticos, polimeros de carboidratos




C

)

2 CCBCBBAB ABAAA

@ CCBBCBBABABBAAA

7 CCBCBBABBBABAA

G

o CCCBC A AB AB AA A

2 CCCBCBCBBABAABAA

S CCBC CB BA ABA

|_
CCCCC BCBCBABBA ABAAAAAAA
CCCCCBC ABAABAABCAAA AAA
CCCBC B CB BA A B AAAA AA A

llustracao da separacao de trés solutos - A, B e C — por meio de cromatografia.

Os componentes que interagem mais fortemente com a fase estacionaria movems-
se mais lentamente do que aqueles que interagem de forma mais fraca = ficam
retidos por mais tempo na coluna.



meio com proteinas

A BeC eluente eluente eluente
\ \
"%'
o) B C
\/ \j \
A C
A C
AN cct
eluido contendo eluido contendo eluido contendo
proteina A proteina B proteina C
0 tra trg tre

llustracao de um processo cromatografico genérico em que t,,, t.g et
representam os tempos de retencédo das moléculas A, B e C,
respectivamente.

Alternativamente ao tempo de retencéo, utiliza-se o volume de retencao 2>
volume que passa na coluna até a saida da molécula-alvo.



Fatores que devem ser considerados na
escolha de umaresina

o Resolucao: Seletividade e Eficiéncia

o Recuperacao

- Reprodutibilidade —

2 Estabilidade (tempo de vida util) gfoféih sample

(mobile phase)

. Higienizac&do/Sanitizag&o (sxationary phase) ~ =
orous suppor "! 0 .
- Custos Pommusemrorie™ o0 % Fasfa
Effluent — 3 % I' i
) J B
re




> RESOLUCAO:

E a distancia que separa os picos de eluicdo, ou seja, significa qudo bem um
pico separa-se do outro.

» SELETIVIDADE:

Descreve como a cromatografia € capaz de distinguir duas diferentes
substancias, ou seja, pode ser observada pela distancia entre os picos no
cromatograma.

» CAPACIDADE:

E a quantidade de amostra (IproteinalitrOresing) QUE S€ pode processar sem a
perda de resolucéo ou esgotamento da capacidade de ligacédo entre soluto e
ligante.

> RECUPERACAOQ:

E a quantidade de produto final obtido em relacdo a quantidade do produto no
material inicial.




BOASELETIVIDADE

ALTA EFICIENCIA

BAIXA EFICIENCIA

MA SELETIVIDADE

ALTA EFICIENCIA



Cromatograma

Grafico de concentracao da biomolécula de interesse versus o tempo de eluicao
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CROMATOGRAFIA = INSTALACAO

FASE ESTACIONARIA
Sheomalogram
i — !
AuloSamplor Leito altamente empacotado
Sample Manager
—9 | ‘
; - Computer Data Station ~
Elevada resolucéo
(Hobs«?c‘.tvpe:;se) ) - - ‘
: Reservoir R
.. et Alta Presséo
Solvent Delivery System
/
Waste
PRESSOES:
DETECCAO

Baixas pressfes 2 5 atm

* ESPECTROFOTOMETRICA > 280 aa aromaticos Cromatografia liguida de proteina rapida (FPLC)

« ESPECTROFLUORIMETRICA

» ELETROQUIMICA Baixas pressdes = 6-45 atm

« RADIOATIVIDADE Cromatografialiquida de alta performance (HPLC)
« ESPECTROMETRIA DE MASSAS

« INDICE DE REFRACAO - acUcares e 4cidos organicos Baixas pressdes > 150 atm

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC)



CROMATOGRAFIA = INSTALACAO

Caracteristicas fundamentais de um sistema cromatografico:

- Versatil e Flexivel.

- Simples e facil de operar.

- Compativel com a amostra e os solventes.

AKTAexplorer

AKTApurifier




Cromatografia € um metodo de separacao de solutos do solvente baseado na
diferenca de migrac&do desses componentes entre duas fases:

* Realizada em condicdes brandas, sem geracao de calor ou forcas de atrito.

Cromatografia Gasosa: fase movel € um gas
Cromatografia Liguida: fase movel € um liquido

Cromatografia supercritica: fase movel é um vapor pressurizado (T > T,)

CROMATOGRAFIA LIQUIDA CLASSICA:
» Exclusao Molecular (ou Gel Filtracao)

® Troca IOnica: catidnica e anidnica

» Interacao Hidrofdbica

= Bioafinidade



Cromatografia por
Exclusao Molecular
(Permeacao em Gel)



As moléculas menores que 0s poros da matriz podem penetrar em todos 0s poros
- azul escuro

As de tamanho intermediario entram apenas nos poros de maior dimensao -2
Vermelha

As moléculas maiores limitam-se a passagem pelaregiao externa ( ).






fluxo

Porous
polymer beads

Protein mixture is added
to column containing

cross-linked polymer. Y
Protein molecules separate -
by size; larger molecules ; :
pass more freely, appearing 1 B 3 P
in the earlier fractions. >

volume



Filtraciao em Gel ou Cromatografia de Exclusio Molecular

Tamanho:
- 20 kDa
100 kDa o
:’ 9 : .\'".‘\ ..O.J ~
'Y "A W Fluxo de solucao
Lo\ ™ IR t
N A amponante
Py .... atraves da coluna
i .
®_°
® .". . 8 oQ..
abs280

volume







Resinas para Gel-Filtracao

NOME TIPO FAIXA DE RESOLUCAO
(kD)

Sephadex G-10 Dextrana 0.05-0.7 ,
Sephadex G-25 Dextrana 1-5 } Moléculas pequenas @ @ @
Sephadex G50 Dextrana 1-30
Sephadex G-100 Dextrana 4 -150 Q O
Sephadex G-200 Dextrana 5-600
Bio-Gel P- 2 Policrilamida 01-1.8 )
Bio-Gel P- 6 Policrilamida 1-6 Moléculas pequenas @ @
Bio-Gel P- 10 Policrilamida 1.5-20
Bio-Gel P- 30 Policrilamida 2.4-40 O
Bio-Gel P-100 Policrilamida 5 - 100 ®
Bio-Gel P-300 Policrilamida 60 - 400
Sepharose 6B Agarose 10-4.000 O
Sepharose 4B Agarose 60 - 20.000 Células, particulas sub-celulares
Sepharose 2B Agarose 70-40.000

*Sephadex e Sepharose: Amersham Pharmacia Biotech; Bio -Gel: Bio-Rad Laboratories

» Utilizada natroca de tampdes, remocéo de sais e pequenas moléculas nao
Incorporadas em lipossomas.

» Utilizada para separar oligbmeros = proteinas de uso clinico






OMATOGRAFIA p
CRTROCA 10NICAE

Vet etz

O.

[+

ADSORCAO REVERSIVEL das moléculas carregadas do soluto ao grupo trocador
iImobilizado de carga oposta.

0. > 9
@ .

A SELETIVIDADE da ligacao é controlada pelo pH e forgca idnica inicial.
A ELUICAO ocorre com aumento da forca idnica e mudanca do pH.

Trocadores Anidnicos: sdo Carregados Positivamente - adsorvem proteinas -
Trocadores Cationicos: sao Carregados Negativamente - adsorvem proteinas +




Fluxo de solucio
@ tamponante com pH
definido




ADSORCAO

@ Large net positive charge
Net positive charge

© Net negative charge

@ Large net negative charge

Fluxo de solucio
tamponante com pH
definido

Polymer beads with
negatively charged
functional groups

Protein mixture is added
to column containing [
cation exchangers.

volume
Proteins move through the column at rates determined by their

net charge at the pH being used. With cation exchangers, proteins

with a more negative net charge move faster and elute earlier.



ELUICAO |

— High-sailt
elution
buffer

Sample mixture™

Chromatography
solumn

Fluxo com solucio

Cl  cr Iampn:af:gile contendo %

| |
‘I D
| I
Cl
NTCI J
Cl

Na* volume

a- CI

Fractions sequentially collected

+

@)

=
-

(d)

Low salt High salt

A

Fraction number or volume of effluent

Protein concentration




MATRIZES - FASE SOLIDA OU ESTACIONARIA

Influenciam a resolucao da purificacao e o custo do processo.

ESCOLHA DA MATRIZ:

> Estabilidade mecanica = fluxo de alimentacdo X deformacao da matriz;

» Estabilidade quimica = amostras, esterilizacdo e sanitizacao;

» Capacidade de adsorcao = quanto maior: tvelocidade e | volume do leito;

» Tamanho e forma dos poros = permitir acesso da molécula-alvo aos sitios de adsorcao;

» Superficie da matriz - deve amenizar adsorcdes nao especificas (entupimento da

matriz).



PROCESSOS DE ELUICAO:

« A eluicao pode ocorrer por aumento da forcaidnica ou mudanca de pH.

ELUICAO POR ETAPAS OU ISOCRATICA:

E usada, simultaneamente, para purificar e concentrar biomoléculas.

Nesse caso ocorre aintroducao na coluna de concentracdes fixas de sais 2

Corte 1: 50mM NaCl / Corte 2: 75mM NaCl / Corte 3: 100 MM NacCl.

A

Absorbéncia 280 nm

4*: rogoneragio 5% re-equilibrio e

14 - g
o g:m:'f:o carregamento 3* eluigdo om com alta armadzor'wmnto
da fase da amostra série ou degraus concentragio t:c : a’s‘:ﬂ
estaclonarla> e lavagem de sal estacio a
75 mM NaCl | +100
24 " E'U,W“d.“ 100 mM NacCl
Proteinas nio ligadas, ’.';‘:r'::“ ‘
pois apresentam mesma (2-4 VC) 4"
carga que a fase A Eluicio de
estacionaria F moléculas
(flow-through) 50 mM N aCl I A fortemente
3*: Eluigdo de [\ ligadas (5 VC)
A contaminantes l | o
" 'l (2-4 VC) l .‘ A i
{1
7 | /| ™}
| | | | [ s
| [ ] | | [ | ES
| . |
' | [ | ' {
[ | ' ‘\ ‘ | 'I 'u.
' |‘ / \ 4 | |
\ J \ | | \
I \ ',t" .'l,\ || ! /.' "\ s
{10-20 VC) / o S 0 R / . Py (5 vC)
——— — > [t - R — — e 0

Volumes de coluna (VC)



PROCESSO DE ELUICAO POR GRADIENTE:

Nesse caso promove-se uma variacdo continua da forca iénica ou do pH do eluente 2>
Eluicdo sequencial das proteinas em funcéo da forca de interacdo na matriz.

Os gradientes sao obtidos por misturas de diferentes tampdes de tal forma que a
concentracao de sal no eluente seja crescente.

1°: preparagio 2*: 4% regeneragdo 5" re-equilibrio e
e equilibrio  carregamento 3* eluigdo em com alta armazenamento
da fase da amostra gradiente linear ou rampa concentragao da fase
estaciondria )o lavagem > > de sal estacionaria
T — 7100
‘l
Elvigdo de
2 moléculas '
g . fortemente
Proteinas ndo ligadas, pois
apresentam mesma carga ﬁ ligadas (5 VC)
que a fase estacionaria [ l|
E (flow-through) | | f ||
2 | | ®
3 i 'n | | i | i
g ’ ‘ ' I / ’ | T50 £
l . =
:E I l | % 40 d | =
2 | WO J | - 2
2 | || €SV 1| [ )
l l | ~* | \
| , N \ |
R [ ) [\
\ / | A I f \ | \
1 'I l\‘ 1' \h ,-"/ ) ' | "' I", / ‘\ . sv.c
K \ X f \
(10-20 VC) ) \ \__/ \_ / 6V
— — 7 i — eh 0
Volumes de coluna (VC)







E BASEADA NA HIDROFOBICIDADE DA PROTEINA

Altas concentragtes de sal neutralizam as cargas das regides ionizadas,
possibilitando a interagédo da regiao hidrofobica da proteina com o ligante
hidrofobico da resina

Idealmente, aplica-se a cromatografia de interagao hidrofébica apds o processo
de precipitacdo com sal - elevada forga ibnica

ESTRATEGIAS PARA ELUICAOQ:

1. diminuir a concentracao de sal
2. diminuir a polaridade da fase movel

3. adicionar detergente



A cromatografia de Interacédo Hidrofdbica e
afetada por:

- pH
-.Concentracao do sal
. Tipo de sal
-Temperatura
- Tipo de ligante

LIGANTES IMOBILIZADOS:

- Fenil
- Butil
- Octil



Tipos de resina

Phenyl Sepharose High Performance

Forca da interacdo hidrofébica aumenta com o tamanho da cadeia de C naresina:
Fenil (C6-OH) > Butil (C4) > Octil (C8)



o)
o Bl TF [20 mM, pH 7] + NaCl [1 M] + SLS [1 %]
o 0 Impurezas /____L:\ TF [20 mM, pH 7] + NaCl [1 M] + SLS [1 %]
'/{\./\()Og. O._g,: /\'
2.8/ .
N TF [20 mM, pH 7] + SLS [1 %]
\OR “/
2/ ‘
SR G 2R KT\ Gawih G
e
[ ]
o
A . o] o
[ ]
)
'Ld
[ ]
@
® 9
iy e ) ae Ly (i)
000 o
Equilibrada %%o ‘.‘.‘ Regenerada
4 x Ve o§% . 2xV,,
TF [20 mM; pH 7] + NaCl [1 M] + SLS [1 %] Isopropanol [30 %] em NaOH [1 M]
4 x V.
H,O0

Estagios da CIH com coluna de HP Phenyl-Sepharose® para separacao de
citolisina a partir do cultivo de Escherichia coli.

[A] = Estabilizacéo;
[B] = Injecao da amostra (adsorc¢ao);
[C] = Lavagem da coluna;
[D] = Eluic&o da biomolécula (dessorc¢éao);
[E] = Regeneracéo da coluna.

V.. volume da coluna (leito); TF: tampdao fosfato; SLS: lauroil sarcosinato de sodio.



Cromatografia por

AFINIDADE



MECANISMO DE SEPARAGCAO DAS BIOMOLECULAS

¥

Afinidade biologica

CARACTERISTICAS DA TECNICA

Explora a especificidade de ligagao das biomoléculas

Ligante deve estar ligado covalentemente ao suporte

Alta seletividade e facil aplicabilidade

Alta capacidade e velocidade




Cromatografia de Afinidade

Afinidade biologica







Mudanca de pH,
forca ionica ou
adicao de
competidor




Esquema geral do principio de cromatografia de afinidade:

Mistura
complexa

LS

Somente um tipo de proteina da mistura complexa fica adsorvida na matriz,
gue possui um ligante covalentemente ligado a fase estacionaria enquanto
outras proteinas séo eluidas na etapa da lavagem

Ligante
imobilizado

=




&

k: Protein of
\ interest
/ ®
Ligand
/’f—\»::h -,- x ; /,"“-\,\_
: == / >
Py == - [ & ﬁ ‘
A o 5/ 1609 T X
Mixture &3¢ - Solution %" 140 ﬂ
of proteins | - ofligand pH
% ) 120 Q
o] 1 X "o
Protein mixture is | B | 100 +
added to column | —
S 80 +
containing a =
polymer-bound | £ 60+ ) 4
ligand specific for | 40
protein of interest. 8 ]
LL(_, ./ 20 _J
Unwanted proteins u = :
are washed through I T T T T T T T T T
column. ¥ 345678 0 S 10 1S 20 25 30 35 40 45
Protein of interest \
t (min)

is eluted by ligand
solution.

Cromatograma de uma eluicdo promovida por meio de mudanca de pH,
numa cromatografia de afinidade: intensidade dos picos (mV) em funcao
do tempo (min) de eluicdo e do instante de alteracao do pH.



EXEMPLOS DE LIGANTES PARA CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

ESPECIFICOS

ARTIFICIAIS

Anticorpos Monoclonais — Antigeno
Heparina — Fatores de crescimento
Arginina — Proteases
Substrato/inibidor — Enzimas

Afinidade a Metal — proteina com
histidina, triptofano, cisteina

Cibacron Blue > Enzimas com
cofatores como NAD* e NADP*

Procion Red - Enzimas com
cofatores como NAD* e NADP*




INTEGRACAO DE ETAPAS NA
OBTENCAO DE PRODUTOS
BIOTECNOLOGICOS




Ve

SITIO DE
CLIVAGEM

v

“CAUDA”

A

PRODUTO

Proteina de fusdo com propriedades que facilitam as etapas de
purificacao. A “cauda” pode apresentar propriedades analiticas e de

~

separacao
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Cromatografia de Imunoafinidade
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ETAPAS:

Eluicao: condigcOes que
Interferem na ligacao da
proteina ao ligante

pH, forca i0nica, ou
competicao com o ligante livre

i Anticorpo imobilizado ® Molécula alvo 9 Impurezas

I - Entrada da amostra; II- Adsorc¢ao; III- Lavagem; IV- Eluicéo.



serpina-tripsina

Cromatografia de afinidade para tripsina:

@ Imobilizacao de inibidores:
proteicos —— BPTI, aprotinina
ndo proteico — benzamidina

BPTI — tripsina




Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

9
]
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« 7 a 15% [acrilamida] - proteinas

« [ ] mais baixas — gel muito mole —
cuba vertical para mini-gel (10 X 8 cm) suporte com agarose

» Gradiente de acrilamida — aumenta
poder de resolucéo
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O perfil eletroforético em SDS-PAGE permite acompanhar a

purificacao de uma proteina.

Informacoes sobre:

-NUmero de proteinas
presentes

- Distribuicao de massas
das proteinas presentes
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