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Monitoramento das etapas
de purificacao de proteinas

Determinacao do Enriquecimento e

Recuperacao da atividade enzimatica



Meétodos baseados nas diferentes
propriedades das proteinas

0,92 U/mg Carga, tamanho, 100 U/mg
(>1000 proteinas hidrofobicidade, interagdes enriquecer a
diferentes) especificas (estrutura 3a e 4a/) preparacido em

purificar a-glicosilase a-glicosidase



PARAMETROS P/ ACOMPANHAR A PURIFICACAO DE 1 ENZIMA

Procedimentos

volume proteina atividade atividadeespecifica

ou etapas (ml)  (mg) (U) (U/mg)
1. Lisado bruto 1400 10.000 100.000 10 |
\eY
2. Ppcao ¢/ (NH,),SO, 280 3.000 96.000 32 :.q.
3. Cromatografia \.:
de troca ionica 90 400 80.000 200 i’)
4. Cromatografia 0,
de filtragao em gel 20 100 60.000 1200 )

Proteina total
decresce
mas proteina
de interesse
aumenta

Recuperacao =

Unidades de enzima na fracao x 100
Unidades de enzima na amostra originall

Enriquecimento =

Atividade Especifica da fracao

Atividade Especifica original




PARAMETROS P/ ACOMPANHAR A PURIFICACAO DE 1 ENZIMA

Procedimentos volume proteina atividade atividade especifica
ou etapas (ml) (mqg) (U) (U/mg)

1. Lisado bruto 1400 10.000 100.000 10 Y

2. Ppcao ¢/ (NH,),SO, 280 3.000 96.000 32

Proteina total decresce mas proteina de interesse aumenta

atividade enzimatica apé6s p/purificacao
atividade enzimatica antes p/purificacéo

X 100 596%

Recuperagao =

atividade especifica apos p/purificacéao | 32 _ 32X
10

Enriquecimento =

atividade especifica antes p/purificacéo

Auquysto 1




Procedimentos volume proteina atividade atividadeespecifica| Recuperacao Enriquecimento
ou etapas (ml) (mg) (V) (U/mg) o (%) (vezes)

1. Lisado bruto 1400 10.000 100.000 10

2. Ppgao ¢/ (NH,),SO, 280 3.000 96.000 ¥, 96 3,2x

3. Cromatografia

de troca i6nica 90 400 80.000 200 80 20 x

4. Cromatografia

de filtragdo em gel 50 100 60.000 1200 60 120 x




O monitoramento da eficéncia de recuperacao da
atividade enzimatica e de enriquecimento da
atividade especifica permite escolher a melhor
estratégia de purificagcao

Objetivos:

* Alto rendimento e atividade especifica (maior recuperacao e enriquecimento)
« Menor numero de etapas de purificacao

 Metodologia com melhor custo-beneficio

O ajuste de parametros nas condi¢cOes afetam a eficiéncia da purificacao:

pH do tampao, concentracao de sais, carga da coluna, tamanho do poro da
resina de gel filtracao



Como descobrir a melhor estratégia de

purificacdo de uma proteina de interesse?

Protein Purification
Programa online que permite simular e modificar um protocolo
de purificacao de uma proteina a partir de um mistura inicial

(lisado) para obter o melhor rendimento e enriquecimento.

http://www.agbooth.com/pp_ajax/
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