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Purificação de Proteína Recombinante e 
Determinação de atividade enzimática:

- Enzima Acetil Esterase: 
Purificação e atividade



https://www.thermofisher.com

Purificação de proteínas por Cromatografia de afinidade

Proteína recombinante 
com cauda de Histidina

http://www.thermofisher.com/


Purificação e determinação de atividade da Enzima Acetil Esterase (TfAEST)

Procedimento para Purificação por Cromatografia de afinidade:

Procedimento:
1. ETAPA DE LIGAÇÂO: Em eppendorf de 2 ml, acrescentar 1,5 mL do sobrenadante bacteriano e adicionar 250 ul de 

resina agarose Ni-NTA (Qiagen, USA). 

2. Homogeneizar a amostra manualmente (com cuidado) durante 10 minutos.

3. Em seguida, centrifugar por 1 min a 5.000 rpm, para sedimentar a resina, e transferir 100 μl do sobrenadante para 

um novo tubo eppendorf de 1.5 ml (T1, armazenar no gelo). Remover o sobrenadante restante (cuidadosamente com 

a micropipeta) e descartar. 

Obs: As amostras de sobrenadante conterão proteínas que não se ligaram à resina.

4. ETAPA DE LAVAGEM: Adicione 1 mL de TAMPÃO A (tampão fosfato de sódio 50 Mm/ NaCl 500 mM, pH 7,2) à 

resina.  Em seguida, homogeneizar a amostra manualmente (com cuidado) durante 5 minutos.

5. Centrifugar por 1 minuto a 5.000 rpm, transferir 100 μl do sobrenadante para um novo tubo eppendorf de 1.5 ml 

(T2, armazenar no gelo). Remover o sobrenadante restante (cuidadosamente com a micropipeta) e descartar. 

REPETIR OS PASSOS 4 e 5 (T3)

6. ETAPA DE ELUIÇÂO: Acrescentar 300 μl de TAMPÃO B (tampão fosfato de sódio 50 mM/ NaCl 500 mM/ Imidazol

500 mM, pH 7,2) à resina.  Em seguida, homogeneizar a amostra manualmente (com cuidado) durante 5 minutos.

7. Centrifugar por 1 minuto a 5.000 rpm, transferir TODO o sobrenadante restante cuidadosamente para um novo 

tubo eppendorf de 1.5mL (T4, armazenar no gelo). 

Obs: O sobrenadante dessa etapa contém a enzima purificada. 

8. Correr as amostras coletadas nos tubos T1 – T4 (25 µl) em gel SDS-PAGE.



Mapa do gel SDS-PAGE

Gel 1, 2, 3 e 4: Purificação enzima Acetil Esterase
1- Marcador de Peso Proteínas                  6- TfAEST T4 – G1
2- Sobrenadante                                           7- TfAEST T1 – G2
3- TfAEST T1 - G1                                          8- TfAEST T2 – G2
4- TfAEST T2 – G1                                          9- TfAEST T3 – G2
5- TfAEST T3 – G1                                         10- TfAEST T4 – G2

Branco T1 T2 T3 T4

Tampão de

atividade

75 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL

Substrato 25 µL 25 µL 25 µL 25 µL 25 µL

Enzima 0 25 µL 25 µL 25 µL 25 µL

Volume Final 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL

DO 405 nm

Micromols de

Produto

Procedimento para determinação da atividade enzimática



Expressão, purificação e atividade de Proteína recombinante

1 Transformação e 

Seleção

2 Produção da Proteína 3 Lise celular

200 mL de meio 

LB + amp + 

IPTG

37 °C, overnight, 

150 rmp

Sonicação

4 Purificação 

Cromatografia por afinidade

- Ligação

- Lavagem

- Eluição

5 Análise da purificação 

Eletroforese

SDS-PAGE 

12,5%

6 Análise de atividade

Western Blot Enzimática



Purificação de proteínas por Cromatografia



Classes de Cromatografia



1. Troça Iónica

Cátion: carga positiva
Ânion: carga negativa







2. Exclusão por tamanho



3. Interação Hidrofóbica



4. Afinidade



Purificação de proteínas por 
Cromatografia de afinidade



Proteína HisTag Resina Ni2+



2. Injeção/aplicação 
da amostra

1. Equilíbrio da 
coluna

3. Lavagem de 
proteínas não 

ligadas

4. Eluição da 
proteína ligada na 

coluna

280 nm

0

100



Sistema de Purificação por Cromatografia 
AKTA FPLC







Purificação e determinação de atividade da enzima 
Acetil Esterase

405 nm



Processo Típico de Produção de Proteínas



Fig 1. ÄKTA ready and ÄKTA ready XL operate ReadyToProcess columns with inner diameters from 80 
to 600 mm for purification of biomolecules from bioreactor culture volumes of 10–2000 L. For larger 
bioreactor volumes, ÄKTA ready XL can also operate AxiChrom columns with inner diameters of up to 
1200 mm. The common UNICORN software platform simplifies transfer of processes between 
systems.

Sistemas de Cromatografia
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