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INTRODUCCIÓN
A. 
Purificación de Proteínas.
Las células contienen cientos de proteínas diferentes, por lo tanto, para estudiar las características de una proteína en particular es esencial tener una preparación pura de dicha proteína. 

¿Cómo se puede purificar una proteína?

Los diferentes métodos de purificación toman en cuenta las características de las proteínas tales como carga, tamaño y solubilidad, las cuales varían de una proteína a otra.

Las fuentes de proteínas son generalmente un tejido o células de origen microbiano. Por lo tanto, el primer paso consiste en romper las células para liberar las proteínas al medio y obtener de esta manera el extracto crudo. Si fuera necesario este extracto se puede separar de organelos y restos celulares mediante una centrifugación diferencial. 

Una vez que el extracto está separado existen una serie de métodos disponibles para la separación de proteínas. La cromatografía de intercambio iónico puede ser utilizada para separar proteínas que tengan diferente carga. Otros métodos cromatográficos (exclusión en gel, cromatografía de afinidad) utilizan la diferencia de tamaño o de afinidad de unión para separar proteínas. También existen los métodos no cromatográficos, entre los que se incluyen la precipitación selectiva de proteínas por: sal, ácidos, solventes orgánicos o altas temperaturas.

En la mayoría de los casos, para obtener una preparación pura de la proteína se deben usar varios métodos de purificación en forma secuencial. La elección de los métodos a usar son generalmente empíricos y se deben probar diferentes protocolos hasta encontrar el más indicado.

Para purificar una proteína es necesario disponer de un ensayo para detectar y cuantificar la proteína en presencia de otras proteínas. Para el caso de una enzima, ésta puede ser detectada y cuantificada midiendo la reacción química que cataliza. Por convención internacional, una unidad de enzima se define como la cantidad de enzima que produce la transformacion de 1 (mol de sustrato en producto por minuto a 25ºC. El término actividad se refiere al total de unidades de enzima presentes en la solución. El término actividad específica es el número de unidades de enzima por miligramo de proteínas. La actividad específica es una medida de la pureza de la enzima: ésta aumenta durante la purificación de la enzima y llega a ser máxima y constante cuando la enzima está pura.


Para proteínas que no son enzimas se deben encontrar otros métodos de cuantificación: la capacidad que tengan de unir moléculas, el efecto biológico que ellas producen, etc.

En estos trabajos prácticos se analizarán las características cinéticas de la enzima fosfatasa alcalina, para lo cual es necesario tener una preparación pura de la enzima. Para su purificación se utilizan los siguientes métodos de separación:

a) Precipitación por sal.

La solubilidad de las proteínas disminuye frente a elevadas concentraciones de sal. Este efecto, producto del aumento de la fuerza iónica, aunque no está bien comprendido es muy utilizado, debido a que la solubilidad respecto a la concentración de sal difiere de una proteína a otra. Por lo tanto, es posible separar diferencialmente proteínas, desde una mezcla, por precipitación modificando gradualmente la concentración de sal. La sal más utilizada es el sulfato de amonio: (NH4) 2 SO4.

b) Cromatografía de exclusión molecular o de filtración en gel.

Las proteínas pueden ser separadas también aprovechando sus distintos tamaños moleculares. Para ésto, la muestra se aplica en una columna gel compuesto por esferas de un polímero insoluble (fase inmóvil), como por ejemplo el dextrano o la agarosa. Estas esferas, que son de diferentes diámetros, permiten que las moléculas pequeñas puedan entrar al interior y las de mayor tamaño no, por lo cual las moléculas pequeñas se distribuyen tanto en la disolución acuosa (fase móvil) que esta dentro de las esferas como la que esta fuera, en cambio las de mayor tamaño sólo ocupan la fase móvil externa. Por lo tanto, las moléculas grandes fluyen con más rapidez a través de la columna y salen antes por que disponen de un volumen accesible menor. 

c) Cromatografía de intercambio iónico.

Las proteínas se pueden separar en función de su carga eléctrica. Si una proteína tiene una carga positiva, normalmente se unirá a una columna rellenas de esferas que contengan grupos carboxilato (carga negativa), mientras que una que esté cargada negativamente no lo hará. Una proteína cargada positivamente unida a la columna puede ser desplazada por la adición de iones cargados positivamente. Los cationes compìten con los grupos positivos de la proteína por la unión a la carga negativa de la columna, por lo cual proteínas con baja densidad de cargas positivas serán desplazadas con una menor concentración de sal, seguidas por las proteínas que tengan una mayor densidad de carga. Para separar proteínas con carga negativa (aniónicas) se utilizan columnas con relleno cargado positivamente, como por ejemplo la dietilamino celulosa (DEAE-celulosa), inversamente las cargadas positivamente (catiónicas) pueden separarse por columnas negativas, como la carboximetil celulosa (CM-celulosa).

B. 
Caracterización de fosfatasa alcalina.

La fosfatasa alcalina es una enzima que cataliza la hidrólisis del monoéster de fosfato con la consecuente liberación de fosfato inorgánico.
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Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en diferentes tejidos: hígado, intestino, placenta, hueso y riñón, y presenta un amplio rango de acción, produciendo la hidrólisis de una serie de monoésteres de fosfato.


En estos trabajos prácticos se analizarán diferentes factores que afectan la velocidad de una reacción enzimática, entre los que se puede mencionar: concentración de sustrato, concentración de enzima, temperatura, pH, iones, presencia de inhibidores, etc.


En este trabajo práctico se analizarán los siguientes factores que afectan la velocidad de una reacción enzimática:
Curva de progreso

La cantidad de producto formado depende del tiempo que el sustrato reaccione con la enzima. Esta es una relación lineal a tiempos cortos, perdiéndose la linealidad cuando la concentración de sustrato se hace limitante.

Efecto de la concentración de enzima

La velocidad de una reacción enzimática depende en forma proporcional de la cantidad de enzima activa presente en el medio de reacción. Cuando la concentración de sustrato es saturante, la totalidad de la enzima se encuentra como complejo enzima-sustrato y la velocidad máxima es directamente proporcional a la concentración de enzima total.

Efecto de la concentración de sustrato


La velocidad de una reacción enzimática depende de la concentración de sustrato, y la curva de velocidad versus concentración corresponde a una hipérbola regular. A concentraciones bajas de sustrato, la velocidad de la reacción es lineal respecto a la concentración de sustrato. Esta linealidad se pierde a concentraciones mayores, llegando a ser la velocidad independiente respecto de la concentración de sustrato cuando toda la enzima se encuentra formando parte del complejo enzima-sustrato.

Efecto de la temperatura

La velocidad de una reacción enzimática, al igual que cualquier reacción química, aumenta con el incremento de temperatura. Sin embargo, debido a la naturaleza proteica de las enzimas, éstas son sensibles a la denaturación por calor. Es importante, entonces, determinar para cada condición de pH y tiempo la temperatura más adecuada para la reacción enzimática.

Efecto del pH.

Otro de los factores que tiene influencia en la velocidad de una reacción enzimática es el pH. Tanto los aminoácidos involucrados en el sitio activo como el sustrato pueden estar con diferentes grados de protonación. Cambios en la concentración de protones influenciará positiva o negativamente la velocidad de reacción.

Inhibición por producto

Una de las características de las enzimas es la posibilidad de ser inhibidas por el producto de la reacción. Al cabo de un cierto tiempo de reacción los productos comienzan a acumularse y pueden competir con los sustratos por el sitio activo de la enzima, lo que lleva a una disminución de la velocidad de reacción.


La actividad enzimática se puede determinar midiendo la desaparición de sustrato o bien, midiendo la aparición de productos.


En este caso la actividad enzimática será ensayada utilizando p-nitrofenolfosfato (PNPP) como sustrato y midiendo la aparición del producto de la reacción (p-nitrofenol). La cantidad de p-nitrofenol producido será determinado espectrofotométricamente, puesto que este compuesto es coloreado (amarillo) y en un medio alcalino absorbe fuertemente a una longitud de onda de 405 nm.

Espectrofotometría.

La medición de la absorción de luz es una herramienta importante para el análisis de muchas moléculas biológicas. La fracción de luz incidente absorbida por una solución a una determinada longitud de onda se relaciona con el ancho del paso de luz y de la concentración de la sustancia absorbente. Estas dos variables se integran en la ley de Lambert-Beer:






log (Io/I) = ( c l

donde Io es la intensidad del rayo incidente, I es la intensidad de la luz transmitida, ( es el coeficiente de extinción molar, c es la concentración de la sustancia y l es el largo del paso de luz.

La expresión log (Io/I) se llama absorbancia y se designa por A. La absorbancia puede también ser expresada en función de la transmitancia (I/Io):






A = 2 - log T

Cuando el largo del paso de luz es constante, la A es directamente proporcional a la concentración de la sustancia en solución.

El coeficiente de extinción molar varía con la naturaleza del compuesto, el solvente, la longitud de onda y también con el pH, si la especie se encuentra en equilibrio con otras especies con diferente estado de protonación y espectro de absorción.

En la práctica, las mediciones de absorbancia se hacen a una longitud de onda fija y con una serie de soluciones estándares de concentraciones conocidas. Una muestra de concentración desconocida se compara con la curva estándar.

Trabajo Práctico Nº 1.

1.1 Curva estándar de p-nitrofenol.

La actividad de la enzima fosfatasa alcalina se determina colorimétricamente utilizando p-nitrofenolfosfato como sustrato. El sustrato es convertido por acción de la enzima en el producto p-nitrofenol, el cual es un compuesto coloreado (amarillo) que presenta un máximo de absorbancia a 405 nm. La intensidad del color es proporcional a la concentración de p-nitrofenol.


En este práctico se realizará una curva estándar de diferentes concentraciones de p-nitrofenol, la cual será utilizada en los prácticos siguientes:
1. Tomar las cantidades de p-nitrofenol e hidróxido de sodio que se indican en la tabla adjunta. Agitar

2. Leer la absorbancia a 405nm.

3. Graficar absorbancia vs concentración de p-nitrofenol.

Estándar de p-nitrofenol: 10mg/ml  PM=139.1 g/mol

	Tubo
	p-nitrofenol (ml)
	NaOH 0,5N (ml)
	p-nitrofenol ((M )
	Absorbancia

	1
	0
	1
	
	

	2
	0,2
	0,8
	
	

	3
	0,35
	0,65
	
	

	4
	0,65
	0,35
	
	

	5
	0,8
	0,2
	
	

	6
	0,9
	0,1
	
	

	7
	1
	0
	
	


1.2.-
Determinación de proteínas.

a) Construya una curva de calibración para el kit comercial de BioRad Dc Protein Assay que es similar al método de Lowry. Para ello diluya la solución patrón de una proteína  stock (10 mg/ml de BSA) con las concentraciones señaladas en la tabla. Use agua bidestilada para diluir.

b) Determine la concentración de proteínas en cada una de las fracciones de purificación (A, B, C). Proceda como se explica a continuación:


A 5 ul de la muestra agregue 25 ul del reactivo A y luego 200 ul del reactivo B, incubar durante 30 minutos a 37º C y leer la absorbancia a 750 nm.
Para calcular la concentración de proteínas en cada muestra utilice una curva de calibración confeccionada en base a los siguientes datos:

	Concentración de Proteínas (mg/ml)
	Absorbancia

	0
	

	0,1
	

	0,2
	

	0,4
	

	0,8
	

	1,2
	

	1,5
	

	Muestra A
	

	Muestra B
	

	Muestra C
	


Trabajo Práctico Nº 2

2. Caracterización de la fosfatasa alcalina

2.1. Determinación de la actividad de la fosfatasa alcalina.


Determine la actividad de la enzima asociada a las distintas fracciones de proteínas. Proceda como se explica a continuación:

A tubos que contengan 1 ml de solución que contiene 1 mg/ml de p-nitrofenolfosfato en 100 nM de bicarbonato de sodio pH 9,6 y 2 mM de MgCl2, agregue 0,5 ml de las diferentes muestras (utilice la dilución de proteínas indicadas por el profesor para cada fracción) y 0,5 ml de NaCl al 0,9% para el tubo blanco. Incube por 15 minutos a 37º C y detenga la reacción agregando 0,1 ml de NaOH 0,5 N. Lea la absorbancia a 405 nm ajustando el cero con el tubo blanco.


Exprese la actividad como (moles de producto/min. Para esto utilice la curva estándar de PNP obtenida como se indica a continuación.

Mezcla de reacción A:

2.2. Curva de progreso.

Determine la aparición de producto en los siguientes tiempos de reacción: 0, 5, 10, 15, 20, 30 minutos. Para lo cual prepare 6 tubos con 1ml de solución de bicarbonato de sodio 0,125 M (pH 9,6) que contiene 1,25 mM de PNPP más 1 mM de MgCl2. A cada tubo agregue 0,3 ml de enzima. Incube a 37º C y a cada uno de los tiempos indicados agregue 0,1 ml de NaOH 3 N para detener la reacción. Lea la absorbancia a 405 nm. Ajuste el cero de absorbancia con el tubo correspondiente al tiempo cero.


Grafique la concentración de producto como (moles de producto con respecto al tiempo de reacción. Use la curva estándar de p-nitrofenol obtenida para calcular la concentración de producto producida.
2.3. Concentración de sustrato

Determine la velocidad de la reacción enzimática a diferentes concentraciones de sustrato. Para esto agregue 1 ml de cada una de las siguientes concentraciones de sustrato: 0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 y 10 mM, y 0,3 ml de la solución de enzima. Incubar 15 min a 37º C y detenga la reacción agregando 0,1 ml de NaOH 3 N. Lea la absorbancia a 405 nm.

Con los resultados obtenidos realice los siguientes gráficos: velocidad enzimática versus concentración de sustrato y el recíproco de la velocidad enzimática (I/v) versus el recíproco de la concentración de sustrato (I/S). Use la curva estándar de p-nitrofenol obtenida para calcular la concentración de producto producida.

Trabajo Práctico Nº 3.

3. Concentración de enzima

A cuatro tubos agregue 1 ml de solución de bicarbonato de sodio 0,125 M (pH 9,6) que contiene 1,25 mM de PNPP y 1 mM de MgCl2. A tres de estos tubos agregue 0,3 ml de cada una de las soluciones de enzima (0,5 (g/ml, 1 (g/ml y 2 (g/ml). Al cuarto tubo agregue 0,3 ml de solución de NaCl al 0,9% (tubo blanco). Incube a 37º C por 15 minutos. Para detener la reacción agregue 0,1 ml de NaOH 3 N. Lea la absorbancia a 405 nm. Utilice el tubo blanco para ajustar el cero de absorbancia.

Use la curva estándar de p-nitrofenol obtenida para calcular la concentración de producto producida. Grafique los resultados de actividad como (moles de producto/minuto versus la concentración de enzima. Use la curva estándar de p-nitrofenol obtenida para calcular la concentración de producto producida

3. Efecto de la temperatura


Determine la velocidad enzimática a tres distintas temperaturas: 0 y 37º C y a temperatura ambiente. Para esto agregue 1 ml de solución de bicarbonato de sodio 0,125 M (pH 9,6) que contiene 1,25 mM de PNPP más 1 mM de MgCl2 a cuatro tubos. A tres tubos correspondientes a cada una de las temperaturas agregue 0,3 ml de enzima, y al cuarto tubo agregue 0,5 ml de solución de NaCl al 0,9% (tubo blanco). Incube a cada una de las temperaturas por 15 minutos y detenga la reacción agregando 0,1 ml de NaOH 3 N. Lea la absorbancia a 405 nm. Ajuste el cero de absorbancia con el tubo blanco.


Grafique actividad enzimática versus temperatura. Use la curva estándar de p-nitrofenol obtenida para calcular la concentración de producto producida.
3. Inhibición por producto
Determine el efecto que tienen diversas concentraciones de fosfato inorgánico (0, 20, 50, 100 mM) sobre la velocidad de reacción.

A cuatro tubos agregue 1 ml de solución de bicarbonato de sodio 0,125 M (pH 9,6) que contiene 1,25 mM de PNPP, 1 mM de MgCl2 y fosfato inorgánico en las concentraciones indicadas y 0,3 ml de la solución de enzima.
Al quinto tubo agregue 1 ml de solución de bicarbonato de sodio 0,125 M (pH 9,6) que contiene una solución de 1,25 mM de PNPP y 1 mM de MgCl2 y 0,3 ml de solución de NaCl al 0,9% (tubo blanco).

Incube los tubos a 37º C por 15 minutos y agregue 0,1 ml de NaOH 3 N para detener la reacción. Lea la absorbancia a 405 nm, utilizando el tubo blanco para ajustar el cero de absorbancia.


Grafique actividad enzimática versus concentración del inhibidor. Use la curva estándar de p-nitrofenol obtenida para calcular la concentración de producto producida.
