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Purificación de súper óxido dismutasa (SOD) recombinante mediante intercambio iónico.

OBJETIVOS

· Que los alumnos conozcan y desarrollen habilidades y criterios con relación a metodologías de purificación de proteínas.

· Purificación de SOD mediante cromatografía de intercambio iónico.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

1. Cromatografía

a. Columna Q sefarosa fast flow de 1 ml 

b. Buffer Bis Tris 20 mM pH 7

c. Buffer Bis Tris 20 mM pH 7, NaCl 1M

d. Equipo FPLC

2. Electroforesis

a. Buffer Tris 1,5 mM pH 8.8- SDS 10 %

b. Buffer Tris 0.5 M pH 8.8

c. Persulfato  de amonio 10 %

d. Acrilamida-Bisacrilamida 30% (29:1)

e. TEMED

f. Cámara de electroforesis vertical BioRad

g. SOD purificada 

3. Generales

a. Micropipetas de 1 ml, 200 y 20 ul

b. Tubos de microcentrífuga de 1,5 ml

c. Microcentrífuga

Métodos

1. Se le proporcionara una columna con 1 ml de resina Q-sefarosa fast Flow. Equilibre (o ambiente) la columna pasando a través de ella 3 volúmenes de columna de buffer Bis-Tris 20 mM pH 7. 

2. Inyecte la totalidad de volumen de su muestra proveniente de la precipitación del extracto crudo de S. cerevisiae con  sulfato de amonio 90% y posteriormente desalinizada. 

3. Utilizando una velocidad de flujo de 0.5 ml/min lave la columna con el mismo buffer Bis-Tris 20 mM pH 7 por 5 volúmenes de columna y luego inicie la gradiente de entre 0 y 1 M NaCl, por 20 volúmenes de columna. Colecte fracciones de 0.5 ml. 

4. Analice mediante electroforesis 20 ul de las fracciones correspondientes al peak que contiene su enzima SOD. La posición de estas fracciones se puede estimar de acuerdo al perfil cromatográfico de SOD pura, que se le proporcionará. Siembre en un carril un control correspondiente a SOD purificada (1 ug/carril) que se le proporcionara. (PM aproximado 20-22 kDa, Punto Isoeléctrico 4.95). 

5. Cuantifique proteínas mediante el método de Bradford, en las fracciones que contengan la SOD. Registre y conserve estos valores, pues le serán útiles para el analisis posterior de la calidad del proceso de purificación. Al mismo tiempo cuantifique la banda correspondiente a la SOD en su muestra, mediante el análisis de la intensidad de la banda, cuantificada con el programa SigmaScan.     

