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Proteinaufreinigung 
und - gewinnung
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Protein purification

• Recombinant or „natural“

• Protein for research or for sale

(one-time or repetitive purification)

• Usage (therapeutic protein or technical enzyme)
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Purification of recombinant tissue-type
plasminogen activator from cell culture

Cultivation

Formulation

Lysine-
affinity-
step

Size exclusion-
chromatography

Ultra-
filtration

Ultra-
filtration

Virus-
removal

Cation-
exchange-
step

Purity
above 99%

Virus
removal

DNA-
removal

Down-stream processing around 40-50% of total costs

Ultra-
filtration

Anion-
exchange-
step
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General purification scheme

Cultivation
Cell separation

(e.g. Cell
breakage)

Isolation
(Capture)

Purification
Polishing Formulation

Down-stream processing
40-90% of process costs
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Cell breakage
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Protein properties
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Charge

Polar – unpolar (hydrophobicity)

Size

Binding affinities

Stability

.........
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DNA is a macromolecule, a protein is an individuum.........

Pyruvate kinase, domain 1

mixed α helix and β sheet

Myohemerythrin

predominantly α helix

Prealbumin

predominantly β sheet
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Properties of amino acids

12 - Vorlesung Ursula Rinas

Amino acids with nonpolar side chains
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Amino acids with uncharged polar side chains
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Amino acids with charged polar side chains
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Methods for protein purification
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Precipitation
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pH dependence of amino acid charge
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Dependence of protein solubility on pH
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Protein precipitation
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Sedimentation
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Ultracentrifugation

100,000 - 150,000 x g
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Ultracentrifugation



13

25 - Vorlesung Ursula Rinas

Chromatography
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Affinity chromatography
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Affinity chromatography
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Affinity chromatography

Other frequently used affinity tags:

e.g.:

Polyhistidine-tag: 
Ni-chelate column

GST (glutathione-S-transferase): 
glutathione-sepharose column

MBP (Maltose-binding protein): 
amylose-column
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Polyhistidine-tag: 

Ni-chelate column

IMAC – Immobilized metal affinity chromatography
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Elution with....

IMAC
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Ion exchange chromatography
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Ion exchange chromatography

Cation exchange chromatography

Anion exchange chromatography
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Cation exchange chromatography
retains positively charged cations
because the stationary phase displays
a negatively charged functional group.

Anion exchange chromatography
retains anions using
positively charged functional groups. 

Ion exchange chromatography
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Ion exchange chromatography
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Elution of bound proteins by increasing the salt concentration
(or changing the pH) 



19

37 - Vorlesung Ursula Rinas

Size exclusion chromatography
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The principle of size exclusion chromatography
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Size exclusion chromatography
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Elution profile (chromatogram)
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Chromatography
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Extraction
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Filtration
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Microfiltration

Reverse osmosis

Nanofiltration

Ultrafiltration

0.02 - 10 µm

<0.0001 µm

0.001 - 0.0001 µm

0.001 - 0.02 µm

Water

Monovalent salts
Undissociated acids

Dissosiated acids

Macromoleküles

Microfiltration

Reverse Osmosis

Nanofiltration

Ultrafiltration

0.02 - 10 µm

<0.0001 µm

0.001 - 0.0001 µm

0.001 - 0.02 µm

Sugar
Divalent salts

suspended particles

Filtration
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Spin columns:
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Dialysis
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Dialysis
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Protein purification

Not without analytics:

• SDS-PAGE

• Chromatograms

• Activity assay

• N-terminal sequencing

• Mass spectrometry

• Dynamic light scattering
..............
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SDS gel-electrophoresis
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Mass balance
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Protein purification protocol
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Proteinreinigung – Die sechs wichtigsten Regeln 

1.) Wähle Trennschritte, die auf verschiedenen physikalischen Prinzipien 
beruhen!

Zwei Aufreinigungsschritte, die auf zwei verschiedenen physikalischen 
Prinzipien (z.B. Ladung und Größe) beruhen, sind effizienter als 
mehrmals die gleiche Methode.

2.) Nimm Trenntechniken, die auf die unterschiedlichen Eigenschaften von 
Produkt und Verunreinigung eingehen!

Das Wissen über die Eigenschaften aller Komponenten ist wichtig.

3.) Mache den „größten“ Schritt zuerst!

Gleich zu Beginn darauf achten, dass die Volumenreduktion am 
größten ist.
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4.) Mache den „teuersten“ Schritt zuletzt!

Da dies meist der teuerste Schritt ist, sollte hier nur wenig Material 
(Volumen, Menge) aufgereinigt werden.

5.) Im Labor kann alles anders als in der Produktion sein.

Die Arbeitskosten in der Produktion sind höher als im Labor. Die 
„Zeit“ spielt also eine große Rolle, nicht so die Materialien und 
Ausrüstungsgegenstände. Aber Vorsicht!

6.) „KISS“

keep it simple, safe
Je weniger Schritte, desto höher die Ausbeute, und je simpler, desto 
einfacher ist die Herstellung.
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Quellen

Einige Folien zum Teil abgewandelt nach:

Bioanalytik. Lottspeich F, Engels JF. Spektrum Akademischer Verlag.  

Lehrbuch der Biochemie, Voet DJ, Voet JG, Pratt CW.  Wiley VCH.

und nach weiteren WWW-Quellen


