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1) Um especialista trabalhando em uma startup recebeu como tarefa avaliar o grau de
recuperag¢ao e enriquecimento de uma preparac¢ao de alfa-glicosidase recombinante. A enzima
foi isolada em duas etapas, primeiro uma precipitagdio com 50% de sulfato de amoénio. Em
seguida, o precipitado foi solubilizado em tampao fosfato de sédio 10 mM pH 7,0 (fragdo P2),
aplicado em uma coluna de troca i6bnica Q-sepharose e 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 fracdo purificada por troca-idnica, respectivamente. O
volume de lisado que foi submetido a precipitagdo com sulfato de amoénio foi de 10 ml. O
precipitado P2 também foi solubilizado em 10 ml de tampao, e toda a amostra foi aplicada na
coluna de Q-sepharose. As fracdes eluidas da Q-sepharose foram combinadas, formando um
volume de 5 ml. A concentragdo de atividade da enzima foi determinada usando o ensaio de
hidrélise de PNPa.Glc em um volume de reacdo de 0,2 ml. A equagdo da curva padrao de para-
nitrofenolato foi y = 0,010x — 0,00025, onde x refere-se a quantidade de para-nitrofenolato em
nmol e y a absorbancia a 420nm. Todas as amostras foram diluidas 1000x para medir a atividade
enzimatica. O ensaio de atividade resultou nos seguintes valores de Asz0 em fungao do tempo:

Tempo (min) Lisado (Aas20) 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) Calcule a atividade enzimatica total de cada fracdo;
b) Calcule a recuperagdo e o enriquecimento de cada etapa de purificagao.

2) Vocé purificou uma enzima celulase em duas etapas cromatogréficas:

a) Cromatografia de troca idnica em pH 10,0
b) Gelfiltracdo em pH 6,0

Ap0ds cada etapa de purificagao os tubos contendo atividade celulasica foram reunidos, e
foi determinada a atividade celulasica total bem como a massa total de proteinas (proteina total

recuperada) (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade celuldsica e massa total de proteinas obtidas em cada etapa de purificagao.



Etapa Atividade Atividade Proteina total Proteina total
aplicada (U) recuperada* (U) | aplicada (mg) recuperada**
(mg)
Troca ibnica 400 250 1,0 0,05
Filtragao em gel | 250 220 0,05 0,02

*Atividade total das fragdes coletadas
**Massa total de proteina nas fragdes coletadas

Responda:

a) Qual foi a recuperagao da enzima apds a etapa de cromatografia de troca idnica? E apds
a cromatografia de filtracdao em gel?

b) Qual foi o enriquecimento obtido na etapa de cromatografia de troca i6nica? E na etapa
de filtragcao em gel?

3) As amostras purificadas no exercicio anterior foram aplicadas em um gel SDSPAGE, corado
com azul de Comassie, e cujo resultado é mostrado abaixo. A amostra indicada por MM refere-
se ao padrao de massa molar, “1” refere-se a amostra aplicada na coluna de troca ionica, “2” é a
fragdo que eluiu da coluna de troca i6nica, e “3” a fragdo separada por filtragdo em gel:

MM
(kba) 1 2 3

168
114, —

82 —

38 —
25 —

18 —

A coluna de gel filtragdo foi calibrada com um conjunto de amostras de massa molar
conhecida, sendo que a Unica fragcdo com atividade celulasica eluiu em 9,58 ml. O volume total
da coluna era de 25 ml (Tabela 2).

Tabela 2. Calibragdo da coluna de gel filtragao. Volume total: 25 ml.

Amostra Volume de eluigdo (ml)
Proteina padrao de 2000000 Da 8,30
Proteina padrdo de 120000 Da 9,38
Proteina padrdo de 45000 Da 11,91
Proteina padrao de 12400 Da 14,20




Proteina padrdo de 6500 Da

16,22

Fracdo contendo atividade celulasica

9,67

Com base nos dados de SDSPAGE e de gel filtracdo responda:

a) Qual é a massa molar da enzima em seu estado nativo?

b) Ha discrepancia entre a massa molar determinada por gel filtragdo e por SDSPAGE? Em
caso positivo, proponha uma explicagao.

c) Qual é afungdo do SDS em um gel SDSPAGE?

d) Qual é a diferenga entre um gel nativo e um gel desnaturante?

4) O grafico abaixo ilustra o comportamento da velocidade maxima de uma enzima em fungao

do pH.
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Vocé testou duas resinas de troca iGnica, uma Q-sepharose (troca aniénica) e uma S-sepharose
(troca catidnica) para purificar essa enzima a partir do extrato de leveduras, utilizando a medida
de atividade no pH 6timo como forma de detecgdo. Vocé testou dois tampdes para realizar a
cromatografia de troca iGnica: tampao acetato pH 5,0 e tampao Tris pH 8,0. Vocé testou a
presenca da enzima na fracao nao ligada e na fracdo eluida com 1,0 M de NaCl. Os resultados

obtidos foram os seguintes:

Atividade enzimatica observada nas fragdes nao ligada e eluida com NaCl 1M

Tampao Resina Q-sepharose Resina S-sepharose
Fragdao nao Fragao eluida Fragdao nao Fragao eluida
ligada comNaCl1M ligada com NaCl 1M
pH 5,0 ++ - - ++
pH 8,0 - + + -
Responda:

a) Qual é o pH 6timo da enzima?
b) Qual é o pl da enzima?




5) A atividade da enzima COX foi medida utilizando como substrato acido araquidénico. Foram
realizadas duas medidas, na presenga e auséncia de ibuprofeno, um inibidor de COX. Com base
nos valores descritos abaixo determine Vmax € Km na auséncia e presenca do inibidor. Qual é o
mecanismo de inibi¢ao do ibuprofeno?

[acido araquidénico] Vo vo (+ ibuprofeno)
(uM) *! (uM s *! (uM s *!
1.0 1.7 0.9
3.25 3.9 2.4
5.5 5.2 3.5
7.75 6.1 4.4
10 6.7 5.0

*1 As concentragdes de substrato e produto sdo expressas em unidades de pM (10 M).



