Purificacion de proteinas



Purificacion

Proceso gue cuenta con varias etapas cuyo objetivo es lograr la
concentracion diferencial de la proteina o molécula de interés




Condiciones generales a evaluar

» Calidad (% de pureza del producto de acuerdo a mis
objetivos)

secuenciacion, cristalizacion

ensayo de actividad, productos alimenticios medicos
» Cantidad técnicas de alta capacidad y de baja capacidad

preparativas

analiticas

* Costos



5.
6.

Pasos a seguir en una purificacion

. Definir un ensayo especifico que identifique a la proteina (actividad

bioldgica) (especifico, sensible, rapido y barato)
Elegir la fuente (matriz biologica)

Extraer la proteina de la fuente (proteinas intraceluares o
extracelulares)

Estabilizacion de la molécula
Aislamiento y concentracion (fraccionamiento)

Determinar la pureza y calidad del producto final



1 Actividad Biologica

Cantidad de proteina que produce, por su accion biologica, un determinado cambio.

Este cambio puede ser:
» Un efecto bioldgico (Muerte celular, hemalisis, proteccion inmunologica)

* Variacion en la cantidad de una sustancia quimica (producto de una reaccion)



De esta forma podemos definir a la unidad de actividad biolégica como :

Una unidad de Actividad Biologica es la cantidad de proteina que produce una
determinada cantidad de “efecto”

1. Toxina

Una unidad de AB para una toxina es la cantidad de proteina que produce la
muerte del 23% de los ratones de tal especie (siguen especificaciones...)

2. Enzima

Una unidad de AB para una enzima es la cantidad de proteina que produce 5.98
moles de producto en 1 minuto en condiciones ...(siguen especificaciones...)



2 Eleccion de la Fuente

Matriz donde se encuentra la proteina de interés

* Concentracion
» Accesibilidad
* Costo

» Facilidad de la extraccion



3 Extraccion de la proteina de la fuente

Lisis osmotica: técnica muy suave. Uso de sn hipotdnicas + fuerzas
mecanicas. Para bacterias y células vegetales: lisozimas u otras enzimas

Molienda: a. Morteros b. Batidoras. Uso de sustancias abrasivas

Ultrasonido: sonicador. Eleva mucho la temperatura de la muestra



4 Estabilizacion

Factores a tener en cuenta en cada etapa del fraccionamiento
1 PH

2 Grado de oxidacion (-SH)

3 Presencia de Metales pesados. Sustancias Contaminantes
4 Polaridad y fuerza idnica de la solucion

5 Presencia de proteasas

6 Temperatura

5 Actividad de la molécula



5 Aislamiento y concentracion

Fraccionamiento del extracto crudo

* Implica una serie de pasos en los cuales se aprovechan
propiedades fisicoquimicas o bioldgicas de la proteina de interés
para separarla del resto de las moléculas

» Cada paso debe ser monitoreado adecuadamente para evaluar el
rendimiento en la purificacion, pureza y actividad especifica de cada
fraccion obtenida.

 Si bien no hay una sola secuencia de técnicas a seguir, en general
se recomienda empezar por técnicas de alta capacidad y seguir con
las de baja capacidad.

» En general se desea obtener una gran pureza (segun los
objetivos) acompainada de un gran rendimiento.



Solubilidad diferencial
Cromatografia de intercambio iGnico
Cromatografia de absorcion
Cromatografia de exclusion molecular
Cromatografia de afinidad
Electroforesis

Isoelectroenfoque

Resolucion Capacidad




Monitoreo del proceso de fraccionado

» Actividad Especifica  AE = Unidades totales en la fraccion i

Total de proteinas en la fraccion |

* Rendimiento R = Unidades totales en la fraccion i

Unidades totales en la fraccion original

» Porcentaje de purificacion P = AE en la fraccion i

AE en la fraccion original



Actividad vs Actividad especifica




Table 1-1

Purification of d-nitrophenylphosphatase from 86 g of bovine liver, General aspects of each step are described in this chapter.
Experimental conditions for fractionation, chromatographic columns, enzyme and protein assays, and the results obtained in each
case are in Chapters 2-5. This table should be filled as the simulated purification advances

Step Yolume [Activity] [Protein]  Total Total Specific  Purification  Yield
{mlL} (U/mL)  (mag'mL) activity protain activity | — folc)® { )
Uy (mg} {U/mg)
1. Soluble extract 210 11.7 18 2460 3780 0.65 1 100

(100,000 = g liver suparnatant)
2. Ammonium sulfate

fractionation (30-60%- 36 bb 58 1925 2030 0.95 1.5 78
gaturation precipitata)
3. Gel-filtration chromatography 240 6.0 1.7 1440 410 3.5 b.4 559

in a Sephadex G-150 column
(active fractions pooled)
4. lon-exchange chromatography 152 6.0 0.8 910 27 a4 52 a7
in a DEAE-cellulose column
{active fractions pooled)
5. Dyea-ligand affinity 10 86 0.082 860 Q.82 1050 1615 35
chromatography
in a Reactive blue 2-agarose
column (active fractions
poolad)

"Increase of specific activity relative to that of the scluble extract.
"Recovery of enzyme activity relative to the total activity of the soluble extract.




AE y Purificacion
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Fraccionamiento por desnaturalizacion
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Figure 2.23

Dependence of protein solubility on both
pH and ionic strength. The dependence of
solubility on pH for the milk protein -
lactoglobulin is shown at four different
ionic strengths of NaCl (blue). At all salt
concentrations, solubility i1s lowest at the
pl of the protein, as measured by mg/ml.

Salting-in



Salting-out: Sultafo de amonio

Fosfato de potasio

Formas de obtener la precipitacion
- en forma de producto seco

-en forma de sn saturada de la sal

Tanto si se trabaja con el precipitado o con el sobrenadante esta técnica en
general va seguida de una técnica de “de-salado”



» Uso de solventes organicos: modifican D (constante dieléctrica) e
hidratacion

Etanol
Acetona

butanol

Producen algo de desnaturalizacion. Requieren de bajas temperaturas



Fraccionamiento por campo eléectrico

(electroforeésis)

¥

Movilidad electroforética = H 5
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Vesp = V/IPM



Electroforesis en papel
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Electroforesis en gel de poliacrilamida
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Efecto “colador”



PAGE SDS
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Tipos de Electroforesis

* PAGE Nativa

« PAGE SDS

* PAGE + condiciones reductoras
* Isoelectroenfoque

* Bidimensional



My osin
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An ampholrte
salution is
incorporated
into a gel.

Isoelectroenfoque
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Bidimensional
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