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Como proteinas ser isoladas?
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Os metodos de separacao dependem das
caractéristicas fisico guimicas das proteinas

» Solubilidade em dgua ou em solvente
organico (hidrofobicidade)

» Carga liquida em dado pH

»Tamanho (raio hidrodinamico)

» Afinidade por determinado ligante
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A forca ionica afeta a solubilidade das proteinas
em agua: salting in vs. salting out

Voe & Voet Biochemistry 4th edition, Wiley, 2011, pp. 133
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Salting out

Ubiquitina (1UBQ)
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Solubilidade depende da solvatacao de grupos
expostos ao solvente. Na presenca de elevadas
concentracoes de sal, ions irao competir com a
proteina pelas moléculas de agua



» Uma mistura complexa de proteinas pode ser fracionada usando uma solucdo saturada

de sulfato de amonio
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» Caso excesso de sal atrapalhe as etapas
subsequentes, a amostra pode ser
dialisada para remover o sal



Cromatografia
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» Mistura de moléculas esta dissolvida na fase mdvel

» Mistura de moléculas é arrastada pela fase movel

» A interacdo de cada molécula com a fase sélida determinard a
velocidade com a qual cada molécula atravessara a coluna



Cromatografia de troca ionica

» A separacao se da pela carga liquida da enzima
» A carga liquida da enzima depende, por sua vez, do pH do meio e do pl da enzima
» pl é o pH no qual a carga liquida de uma proteina é zero
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pH < pl carga liquida
positiva

» Fase sélida resina de agarose coberta de grupos carregados

» Fase movel: solucao tampao de pH adequado

» Forca da interacao depende da carga liquida da enzima, ou seja, do
pH do tampao e do pl da enzima



Cromatografia de troca ionica

» Matriz: agarose ou poliestireno
(inerte, alta porosidade, estabilidade
guimica, estabilidade fisica)

» Grupos funcionais:

Resinas anibnicas:

* Amonio quaternario (Q): CH,N*(CH;);

* Dietilaminoetil (DEAE): CH,CH,N(CH,CH;),
Resinas catibnicas:

* Sulfopropil (SP): CH,CH,CH,-SO;"

* Metilsulfonato (S): CH,-SO;"
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carregados
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Cromatografia de troca ionica

1) Equilibrio da resina de troca anibnica com o tampéo no pH desejado (fase movel)
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Cromatografia de troca ionica

2) A amostra é aplicada, as proteinas que possuem a mesma carga que a resina ndo
interagem, enquanto que as de carga oposta adsorvem na resina
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Cromatografia de troca ionica

3) A proteina adsorvida é eluida a partir da aplicagéo de um tampdo com alta forca ibnica,
que age como competidor
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Cromatografia de troca ionica

4) Proteinas com carga liquida maior irGo adsorver mais fortemente a resina, e precisaréo
de maiores concentracoes de NaCl para eluir
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Cromatografia de troca ionica

« Exemplos de resinas (Cytiva): y O a] 40

SP-Sepharose Fast Flow (primeira etapa, lisado) | |

Mono-S (polimento)
Q-Sepharose Fast Flow (primeira etapa, lisado)
Mono-Q (polimento) 1.0

DEAE-Sepharose

Absorbance at 280 nm
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Simulador de purificacdo de proteinas: http://www.agbooth.com/pp web/



http://www.agbooth.com/pp_web/

Cromatografia de exclusao por tamanho
(filtracao em gel)

» Separacdo por tamanho: particulas

maiores eluem primeiro, particulas
menores eluem depois;

» A matriz é formada por particulas

esféricas, que contém poros, dentro dos

guais o tampao e as macromoléculas
podem difundir

e R s e ’ Q
» Particulas muito grandes ndo conseguem

entrar nos poros, e eluem no volume
excluido (V,)
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Cytiva, Handbook




Cromatografia de exclusao por tamanho

AzsoA
Excessivamente Muito pequenas

» Proteinas que sao muito grandes ex |ons

grandes nao entram nos poros

do gel, e eluem no volume

excluido (V,)
» Proteinas ou particulas muito }

pequenas nao sao separadas,

eluem no volume final T T Volume/tempo

Ve Vtotal



Cromatografia de exclusao por tamanho

* Exem o los de resinas (Cyt|va ) Gel filtration on Sephacryl S-200 HR
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Cromatografia de hidrofobicidade

» Interacdo hidrofébica com a resina
» Adsorcao de moléculas hidrofdbicas é
maior em alta forca i6nica matriz —p
» As proteinas hidrofdébicas sao eluidas
em um gradiente decrescente de sal
» Grupos funcionais:
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Cromatografia de afinidade

O
> Proteinas podem ser modificadas para conter ~ Matiz —» ‘
diferentes tipos de tags ‘
» Extremamente efetivo como primeira etapa
de purificacao
» Tags podem ser colocadas no N-terminal e/ou 4

no C-terminal da proteina de interesse Ao
.~ .~ ~ Competidor
» Eluicao pela adicao de um tampao contendo
uma substancia competidora |
>
T Volume/tempo

Nao possuem afini-
dade pela resina



Cromatografia de afinidade

Poli-histidina

Myc-tag

Strep-tag

MBP-tag

6 - 10 histidinas

EQKLISEEDL (10 aa)

WRHPQFGG (8 aa)

398 aa

Ni2* ou Co?*
imobilizados

Anticorpo anti-myc
imobilizado

Streptavidina
imobilizada

Resina de amilose

Imidazol

Baixo pH

Biotina

Maltose



Cromatografia de afinidade

Affinity chromatography on immobilized competitive inhibitor
2.0 533

Absorbance at 280 nm
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Overview

Cromatografia liquida

» Cromatografia de troca-ibnica: separacao de acordo com a carga
liqguida em um dado pH (primeira etapa)

» Cromatografia de afinidade: separacao pela afinidade por um grupo
imobilizado na resina (ex. resina de Ni%*, resina de streptavidina)
(primeira etapa)

» Cromatografia de exclusao por tamanho (polimento)

» Cromatografia de hidrofobicidade: separacao pela afinidade por uma
resina hidrofdbica (polimento)



» Uma mistura complexa de proteinas pode ser fracionada usando uma solucdo saturada

de sulfato de amonio

Precipitacao com

sulfato de amonio 50%

>

» Caso excesso de sal atrapalhe as etapas
subsequentes, a amostra pode ser
dialisada para remover o sal
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Separacao por tamanho: dia

» A amostra deve ser acondicionada em uma membrana com poros que
permitem passar moléculas de soluto com tamanho < 10 kDa (outros limites
existem)

» Moleculas menores que este limite (p. ex. sais e proteinas menores)
atravessam a membrana livremente

» Processo de difusdo simples



Como podemos detectar a enzima de
interesse nas varias fracoes?

* Medir a atividade especifica da enzima nas varias fracoes

* Medir a Abs @ 280 nm para detectar a presenca de aminoacidos
aromaticos (Trp e Tyr)

* Medir a quantidade total de proteinas com base em ensaio
colorimétrico (exemplo: Bradford)



Calculos de recuperacao e enriquecimento
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Atividade
enzimatica (An/At) mU/ml
Atividade especifica = =
Massa de proteina mg/ml

U = umol de produto formado por minuto



Calculos de recuperacao e enriquecimento

-

> 3
w s 7?@

Ativ. Especifica #2 > Ativ. Especifica #1 > Ativ. Especifica lisado ?7?

Atividade espec. #2

Enriquecimento =
Atividade espec. Lisado

Atividade total (#2)
Atividade total (Lisado)

Recuperacao =



Houve enriguecimento da amostra apos a cromatografia
de troca idnica?

Conc. prot  Conc. ativ. Ativ. espec. Enriquecimento Unidades Recuperagio(%)
(mg/ml) (mU/ml) (mU/mg) (mu)
Precipitacao
sulfato de
amonio

Troca iOnica




Resumo

* Métodos de purificacao dependem das caracteristicas fisico-quimicas das
enzimas, e da capacidade de interagir com ligantes

* O enriguecimento deve aumentar em cada etapa

* Quanto maior o numero de etapas de purificacao, maior o enriqguecimento
mas Menor sera a recuperacao

* Bibliografia: livros de bioquimica (Lehninger, Voet), e handbooks da Cytiva
» Simulador de purificacdo de proteinas: http://www.agbooth.com/pp web/



http://www.agbooth.com/pp_web/

