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Precipitacao por Sulfato de Amoénio
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Purificacao de proteinas

S. cerevisiae
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Purificacao explora diferencas fisico-quimicas entre proteinas

@~ Carga liquida em dado pH

@ Tamanho: Raio hidrodindmico (Rh)

“‘ Solubilidade em agua

“ Solubilidade em solvente organico

@& Afinidade por determinados ligantes




Solvatacao de proteinas

@ hidrofébicos Lo

....... Hydrogen bond é Water molecule

jackwestin.com ~ Ubiquitina (1UBQ



Efeitos do sal sobre a solubilidade de proteinas em agua
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Salting-in: neutralizacao de cargas

Salting-out: “dessolvatacao”

Em 100-150mM sal, usado na
maioria dos tampoes de lise, o
efeito de salting in ja ocorreu



Sais diferentes tém efeitos diferentes

Voe & Voet Biochemistry 4th edition, Wiley, 2011, pp. 133
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Precipitacao por Sulfato de Amonio

Lisado
clarificado

Target
protein

adiciona 40%
(NH4)2 S04

Etapa preparatoria
em um protocolo de
purificagao ou para
concentrar a proteina
ao longo da
purificacao

Centrifuga

2 20 } Precipitate

» Supernatant r Supernatant

} Precipitate

adiciona 80%
(NH4)2 S04

Centrifuga



Utilizada para remover sais,

Contém poros com 10 a 100
agentes redutores e reagentes Angstrons (1 a 10 nm)
usados durante etapas da
purificacao Inicio da didlise ' No equilibrio
| Y NV ~ Membrana r‘i -
GO o P e L N
Proteinas \'lr. JT de dialise . ‘.l ‘e .
R Solvente ..{:.'!I: =
, e (H,0) el et
Moléculas de baixo lf‘:%‘-ﬁ TR 5 R
PMdotampdo quese ——— G¥§] - Solucio . 8 .
deseja remover I : concentrada \@ 3 /,
Tampao fosfato 50 mM Tampao fosfato 0,025 mM
+ (HN,), SO, 1000 mM em — + (HN,), 50,0,5 mM em 1
1 ml de volume 2000 ml de H,0 ml de volume

(diluicao de 2000 x)




Recuperacao

Quanto da nossa enzima nds ainda temos?

Recuperacao (%): Quantidade total de enzima final (U) x 100
Quantidade total de enzima original (U)
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Enriguecimento

O guanto a nossa amostra esta mais concentrada na nossa enzima de interesse?

Enriquecimento (x): Atividade especifica final (U/mg)
Atividade especifica original (U/mg)

—————— l\\\ Fm———— _]I\\\~ .'l
ot 2 »iMetodo 53 e | Ativ. especifica (U/meg): Quantidade de enzima (V)
_______ v ! ‘o Quantidade de proteinas totais (mg)
— = 0,357 — = 0’363 " 0,6 ou
14 11 c

Ativ. especifica (U/mg): Conc. de enzima (U/mL)

E: 1,017x wi 1,653V Conc. de proteinas totais (mg/mL)
\ E: 1,681x /




Fluxograma

3ml lisado
(tubo centrifuga)

+90pL sulfato amonio
+ 300pL sulfato amdnio
+ 3x 300ul sulfato amonio

Temperatura ambiente 15min

A 4

Centrifugar 7000g 10min 4°C

/\

Sobrenadante Precipitado

R +1mL tampao

Transferir para novo P1 | (ndo utilizado)
thbho de centrifuga (S Determinar:
+ 600y sulfato aménio Proteinas Totais (Bradford)

+ 3x 600pl sulfato amonio ) o ST )
- Atividade Enzimatica (paranitrofenolato)

Temperatura ambiente 15min

Lisado, S1, S2 e P2

Centrifugar 7000g 10min 4°C

/\

Sobrenadante Precipitado

T _— L tampao

ransferir para novo Transferir para novo
tubo (S2) tubo (P2)



