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Exercicios sobre a pratica 4 — cromatografia de troca idnica

1)

2)

3)

Por que foi necessario dialisar a amostra fracionada por precipitagao com sulfato de
amonio antes de aplica-la na coluna de troca i6nica? Qual tampao seria utilizado para
essa dialise?

Suponha que vocé precise escolher entre duas colunas para purificar uma enzima de pl
= 8 dissolvida em tampao fosfato de sédio a pH 7,0: S-sepharose e Q-sepharose. Qual
das duas é mais indicada? Por qué?

Um especialista trabalhando em uma startup recebeu como tarefa avaliar o grau de
recuperagao e enriquecimento de uma preparagao de alfa-glicosidase recombinante. A
enzima foi isolada em duas etapas, primeiro uma precipitacdo com 50% de sulfato de
amonio. Em seguida, o precipitado foi solubilizado em tampao fosfato de sédio 10 mM
pH 7,0 (fragdo P2), dialisado contra o mesmo tampao e aplicado em uma coluna de
troca ibnica Q-sepharose. A enzima foi eluida em um gradiente de NaCl. A quantidade
total de proteinas foi determinada pelo ensaio de Bradford, encontrou-se 100, 40, e 7
mg no lisado, no P2, e na fragao purificada por troca-idnica, respectivamente. Os
volumes das amostras de lisado, fragao P2, e da fragao separada por troca idnica eram
10ml. A concentragdo de atividade da enzima foi determinada usando o ensaio de
hidrolise de PNPa.Glc em um volume de reacdo de 0,2 ml. A equacgao da curva padrao de
p-nitrofenolato é y = 0,001x, onde y refere-se a absorbancia a 420nm, e x é a
guantidade de p-nitrofenolato em nmol. Todas as amostras foram diluidas 1000x para
medir a atividade enzimdtica. O ensaio de atividade resultou nos seguintes valores de
As20 em fungdo do tempo:

Tempo (min) Lisado (Aazo) P2 (As20) Q-sepharose
(A420)
5 0,5 0,4 0,35
10 1,0 0,8 0,7
15 1,5 1,2 1,05
20 2,0 1,6 1,4

Pergunta-se:

a)
b)

c)

Calcule a atividade enzimatica em cada fracdo a partir de gréaficos da quantidade de
produto formado em fungao do tempo de reagao;

Calcule a atividade enzimatica total presente no lisado, na fragao P2, e na fragao
purificada na Q-sepharose;

Calcule a recuperagao e o enriquecimento nas duas etapas de purificagado.



4) Acesse http://www.agbooth.com/pp web/, escolha “Complex mixture”, e selecione a

enzima 10.

a) Otimize a purificagdo da enzima usando inicialmente cromatografia de troca-idnica,
e depois cromatografia de gel filtracdo. Faca um “print screen” da tela
demonstrando o resultado da purificacdo, e indique a recuperagao e o
enriguecimento.

b) Otimize a purificagdo da enzima usando inicialmente precipitagdo com sulfato de
amonio, e depois cromatografia de troca-idnica. Faca um “print screen” da tela
demonstrando o resultado da purificacdo. Compare a recuperacao e o
enriquecimento obtidos com essa estratégia em relagdo a estratégia acima.




