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Extracción y purificación de superoxido dismutasa humana (hSOD) recombinante desde la levadura Saccharomyces cerevisiae
Objetivos 

· Que el alumno conozca y practique métodos de ruptura de células para la extracción de proteínas intracelulares desde Saccharomyces cerevisiae.
· Que el alumno conozca y maneje la metodología de precipitación con sulfato de amonio

· Que el alumno conozca y maneje la metodología de separación de proteínas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturantes.

Materiales

A. Equipos

1. Sonicador Microson XL 2000 (Misonix) 

2. Centrífuga Sorvall

3. Microcentrífuga

4. Espectrofotómetro

5. Cámara de electroforesis vertical

6. Micropipetas de 1 ml, 200 y 20 ul

B. Reactivos, soluciones y varios

1. Sulfato de amonio

2. Tampón TTX (Tris-HCl 50 mM pH 8, Tritón x-100 0.3 %)

3. Tampón Tris-HCl 50 mM pH 8

4. Tubos de centrífuga de 40 ml

5. Tubos de microcentrífuga de 1,5 ml

Procedimiento

1. Pese el pellet de levaduras. Agregue 3 ml de tampón TTX por gr de pellet. Resuspenda totalmente con vortex.

2. Limpie el vástago del sonicador con etanol. Someta la muestra a sonicación, aplicando 10 pulsos de 30 seg con intervalos de 1 min en hielo. El vástago del sonicador debe estar sumergido en la suspensión, a al menos 2 cm de la superficie. Nunca haga funcionar el sonicador si el vástago no está sumergido en líquido, ni toque el vástago mientras esté realizando la sonicación. Finalmente limpie el vástago con etanol. 

3. Guarde 1 ml para análisis posterior. Centrifugar el extracto por 10 min a 12.000 rpm a 4ºC. Descartar el pellet y conservar el sobrenadante para continuar con el procedimiento. 

Precipitación con sulfato de amonio

1. Mida el volumen de sobrenadante del punto 4 anterior, en una probeta. Registre este valor. 

2. Disponga el sobrenadante en un vaso de precipitado con una barra magnética en el interior, en un depósito con hielo, sobre un agitador magnético. 

3. En base al volumen que tiene y de acuerdo a los datos entregados por la tabla de saturación, calcule la masa de sulfato de amonio que deberá agregar a su sobrenadante para alcanzar una saturación del 60 %. 

4. Agregue lentamente (en un período de 15 min) la sal sobre el sobrenadante. Deje reposar por 30 min y centrifugue por 20 min  a 10.000 rpm a 4ºC

5. Guarde el pellet en hielo. Mida el volumen de sobrenadante. De acuerdo a este valor y a lo recomendado por la tabla de saturación, calcule ahora la masa de sulfato de amonio necesaria para alcanzar una saturación del 90 %. 

6. Pese la cantidad de sal necesaria, y agréguela lentamente al sobrenadante anterior, siguiendo el mismo procedimiento del punto 4.

7. Centrifugue por 10 min a 10.000 rpm. Conserve el pellet y el sobrenadante en hielo.

8. Resuspenda con pipeta los pellets de los puntos 5 y 7 en 1/100 del volumen de cultivo de solución tampón Tris-HCl 50 mM pH 8. 

9. Para eliminar la sal de estas soluciones, pasar las muestras por una columna PD10, siguiendo las instrucciones del proveedor. Las muestras así “desaladas” serán analizadas mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) y se cuantificará proteína mediante el método de Bradford.

 Método de Bradford para la cuantificación de proteína total.

1. En una cubeta de 1,5 ml deposite 1,2 ml de agua destilada, 50 ul de su muestra diluida y 200 ul de reactivo de Bradford. La muestra debe estar diluida para que la absorbancia de la mezcla a 595 nm esté entre 0.2 y 0. 5. 

2. Confeccione además un blanco que en lugar de muestra tenga 50 ul de agua. 

3. Registre la absorbancia a 595 y a 465 nm, de todas las muestra y el blanco usando agua como blanco del espectrofotómetro. Calcule la concentración de proteínas de la siguiente manera: 

 [proteína] (mg/ml) = (((Abs595muestra/Abs465muestra) – (Abs595blanco/Abs465blanco)) – Inter.) / P)

donde Inter y P corresponden al intercepto y la pendiente de la curva de calibración, que le será proporcionada. 

Tabla 1

Concentración Final (% saturación a 0 ºC) de solución de sulfato de amonio
	INIT % 
	 
	20
	25
	30
	35
	40
	45
	50
	55
	60
	65
	70
	75
	80
	85
	90
	95
	100

	gr/100 ml de solución

	0
	
	10.6
	13.4
	16.4
	19.4
	22.6
	25.8
	29.1
	32.6
	36.1
	39.8
	43.6
	47.6
	51.6
	55.9
	60.3
	65.0
	69.7

	5
	
	7.9
	10.8
	13.7
	16.6
	19.7
	22.9
	26.2
	29.6
	33.1
	36.8
	40.5
	44.4
	48.4
	52.6
	57.0
	61.5
	66.2

	10
	
	5.3
	8.1
	10.9
	13.9
	16.9
	20.0
	23.3
	26.6
	30.1
	33.7
	37.4
	41.2
	45.2
	49.3
	53.6
	58.1
	62.7

	15
	
	2.6
	5.4
	8.2
	11.2
	14.1
	17.2
	20.4
	23.7
	27.1
	30.6
	34.3
	38.1
	42.0
	46.0
	50.3
	54.7
	59.2

	20
	
	0
	2.7
	5.5
	8.3
	11.3
	14.3
	17.5
	20.7
	24.1
	27.6
	31.2
	34.9
	38.7
	42.7
	46.9
	51.2
	55.7

	25
	
	
	0
	2.7
	5.6
	8.4
	11.5
	14.6
	17.9
	21.1
	24.5
	28.0
	31.7
	35.5
	39.5
	43.6
	47.8
	52.2

	30
	
	
	
	0
	2.8
	5.6
	8.6
	11.7
	14.8
	18.1
	21.4
	24.9
	28.5
	32.3
	36.2
	40.2
	44.5
	48.8

	35
	
	
	
	
	0
	2.9
	5.7
	8.7
	11.8
	15.1
	18.4
	21.8
	25.8
	29.6
	32.9
	36.9
	41.0
	45.3

	40
	
	
	
	
	
	0
	2.9
	5.8
	8.9
	12.0
	15.3
	18.7
	22.2
	26.3
	29.6
	33.5
	37.6
	41.8

	45
	
	
	
	
	
	
	0
	3.0
	5.9
	9.0
	12.3
	15.6
	19.0
	22.6
	26.3
	30.2
	34.2
	38.3

	50
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.0
	6.0
	9.2
	12.5
	15.9
	19.4
	23.5
	26.8
	30.8
	34.8

	55
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.1
	6.1
	9.3
	12.7
	16.1
	20.1
	23.5
	27.3
	31.2

	60
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.1
	6.2
	9.5
	12.9
	16.8
	20.1
	23.9
	27.9

	65
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.2
	6.3
	9.7
	13.2
	16.8
	20.5
	24.4

	70
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.2
	6.5
	9.9
	13.4
	17.1
	20.9

	75
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.3
	6.6
	10.1
	13.7
	17.4

	80
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.4
	6.7
	10.3
	13.9

	85
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.4
	6.8
	10.5

	90
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.4
	7.0

	95
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0
	3.5

	100
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	0


Tabla 2

Tabla de purificación de proteínas

	Paso
	Proteína total (mg)
	Enzima (mg)
	Fracción de enzima 
	Factor de purificación
	% de recuperación

	
	
	
	
	
	Por paso
	Global

	Rompimiento celular
	
	
	
	
	100
	100

	Precipitación con sulfato de amonio
	
	
	
	
	
	

	Cromatografía
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


Proteína total: mg de enzima cuantificada con el método de Bradford

Enzima: mg de enzima cuantificada por electroforesis y comparación con SOD estándar

Fracción de enzima: Enzima/Prot total

Factor de purificación: Fracción enzima etapa/Fracción Enzima inicial

% de recuperación: % de la enzima recuperada en la etapa con respecto a la Enzima de la etapa anterior (% rec. por paso) o con respecto a la Enzima inicial (% rec. Global)

