BASES TEORICAS DA DOSAGEM
DE BIOMOLECULAS

Qual é o frasco que contém a solucao mais concentrada?
Como medir ?

Carolina Manchola



PROTEINAS

Sao as biomoléculas com a maior diversidade de estrutura
e funcao, e sdo o componente mais abundante das células.

Bioquimica Basica. Marzzoco & Torres



AMINOACIDOS
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DETECCAO E DOSAGEM DE PROTEINAS

Proteinas: heteropolimeros de aminoacidos unidos
por ligacOes peptidicas.
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1. Método Kjeldahl

Proteina + H,SO, > CO, + H,0 +

Desvantagens: quantidade, erro, quantifica indiretamente a
guantidade de proteina, de acordo com a quantidade de
Nitrogénio na amostra.
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Tipos de dosagem de proteinas
através de espectrofotometria

de grupos
presentes nas
cadeias
laterais dos
aminoacidos
que a
constituem
(aromaticos, p.
ex.,a~ 280
nm)

da ligacéao
peptidica (210-
220 nm)

de produtos
coloridos
resultantes
de reacoes
entre a
proteina e
compostos
quimicos
especificos
(400-700 nm)




2. Absorcao de luz UV

Cadeias laterais contendo aromaticos absorvem luz em . 280nm.
A absorbéancia de uma proteina dependera do seu conteudo de Tyr,
Phe e Trp, sem modificar quimicamente a amostra.
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280 300 320

Desvantagem:

Para a quantificacdo de uma
proteina sem o0 uso de
referéncias € necessario
conhecer a sua sequéncia de
aminoacidos (calcular o g).

Compostos que absorvem em A
280 nm Interferem.

A diferenca de conteudo de
aminoacidos aromaticos
entre o padréao e a amostra
pode introduzir erros na
quantificacao.




2. Absorcao de luz UV

L R R S e A = measure samples
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https://www.eppendorf.com/product-media/doc/en/59828/Eppendorf_Detection_Application-Note_279_BioPhotometer-D30_Detection-contamination-DNA-protein-samples-photometric-measurements.pdf

3. Reacéao de Biureto

Basela-se em uma reacdo entre CuSO, e 0s grupos amino da
proteina em meio alcalino. E um método especifico para proteinas.
O produto desta reacdo (um cation Cu*? coordenado com 4 grupos
amino) absorve em A 540nm.
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Desvantagens: a) baixa sensibilidade (> 1 mg prot.)
b) somente para proteinas simples




4. Reagente de Folin-Ciocalteu — Método de Lowry

Apos a reacdo do Biureto, o complexo formado e as Cys, Tyr e
Trp, sofrem uma reacdo de oxido-reducdo com o Reagente de
Folin (mistura de acidos fosfotungstico e fosfomolibdico).
Sensibilidade 0.01 -1 mg/ mL.

A presenca do complexo tetradente reduz uma (reagente de Folin)
formando tunsgtato e molibdato, os quais absorvem em A 720 —

750nm. Desvantagem:

\ ~|1) a quantidade de produto colorido
. formado é fortemente dependente da
88 |quantidade de Asn, Trp e His
18 ! | / presentes na proteina.
i - 2) apresenta um grande numero de
Interferentes (fendis, p.ex.)




4. Reagente de Folin-Ciocalteu — Método de Lowry
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5. Método de BCA (bicinchonic acid)

ﬁ
C

Comeca com a formacdo do

Lus P |- T/
complexo entre cation Cu*™ e a ¢ e e
. H H
proteina, " o
Peptide bond v cuz 0 I:itrafoenqg;;i
Esse complexo cuproso reage
- H
com o BCA (2 moleculas por ion 1 ol i
N NN
cuproso) o qual pela sua vez R ﬁ A ﬁ A
forma uma cor violeta que pode 0 0

ser medida a A 562 nm

sensibilidade 0.5 pg/mL.

Desvantagens: ] j ~
alguns ~ compostos  como “ /7//
fructose e lactose podem r
interferir na leitura. //‘if

0
A coloracdo ndo se mantem
estavel por muito tempo.




6. Reagente de Bradford
(Comassie Brilliant Blue G-250)

Este corante forma complexos com proteinas por meio de
InteracOes i6nicas com aminoacidos basicos e interacdes de
van der Waals. A formacédo do complexo proteina-CBBG altera
0 espectro de absorcao do corante, mudando o seu maximo de
absorcao de A 465 nm para 595 nm. < 5 pg/mL.

Desvantagens:

a)o corante nao liga
igualmente em todas as|p¥
proteinas.
b)lipideos, fenadis,
polissacarideos e  glicerol
Interferem neste meéetodo.




6. Reagente de Bradford (Comassie Brilliant
Blue G-250)
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E SE APROTEINA TAMBEM FOR ENZIMA?

Enzimas sao catalisadores bioldgicos.
Apresentam especificidade em relacao aos
produtos e reagentes

E+S T— E+P

A presenca de uma enzima especifica pode ser
detectada atraves da ocorréncia da reacao
(formacéao do produto a partir de substrato especifico)

‘Products ‘
x [

[ /Active site
A A A

Substrate entering Enzyme/substrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Enzyme changes shape
Substrate slightly as substrate binds




K
E+S —— E+P

Como quantificar a enzima?

v=KI[E][S]

Assim, se [S] ~ constante, a velocidade é diretamente
proporcional a concentracao de enzima



V = A[P]/At

[P]

Qual V usar?

inclinacdo = Ay/Ax tempo



v=K[E][3]

Assim, se [S] ~ constante (igual a inicial; muito S e pouca E
saturada), a velocidade é diretamente proporcional a
concentracao de enzima

t Se menos de 5% de
. S for consumido,
podemos assumir
Vv ~ constante (V)
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[P]

Medida de velocidade inicial

. [P]

tempo

varios tempos X

Construir uma curva de [P] x tempo e verificar se € linear.

tempo

1 Unico tempo



y=mx + b
m= inclinacdo = velocidade média

[P]

y=mx+b
m= inclinagao= produto
produzido/tempo= Velocidade
4 inicial = Unidade enzimatica.

1 U de atividade enzimatica
corresponde a formacao de 1
tempo micromol de produto/min

1U=1pumol P/ min



Determinacao da Atividade Enzimatica do lisado

a- Glicosidase

Hidrolise das ligacdes glicosidicas em
aclcares complexos

H20, alpha-
Glucosidase
Glucose —>
PNPG
(colorless)

P-nitrofenil-alfa-
glicosideo

Glucose

- (yellow)

Anax = 405 nm

P-nitrofenolato



Curva padrao p-nitrofenolato para determinar
a atividade da a- Glicosidase

Absorbancia a 420 nm
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Curva padrao ou curva de calibracao

©
c
(@)] 1
) Linear regression z
9 calculated 08 +
3
‘;’ 06 e ?
Check correlation B
coefficient (r2) £ s T
Blank measured < - . ?
\ Signal measured for *
calibration standards 0
0 1 2 3 4 5 6
Concentration
©
5, Signal measured for
wn

sample of concetration ’p

Intercept gives an
indication of LOD

Concetration of sample v U U U

calculated from 0 02 04 06 08 10 ugulBSA
\ g/equation of line }’J=3.5
0 1 2 3 p 4 5 6

Concentration



Referéncias

Proteins — Structure and Molecular Properties, Thomas E. Creighton, Segunda edi¢do —
1993 -Capitulo 1

M. M. Bradford (1976). Anal. Biochemistry 72, 248 — 254 (Comassie Blue)
G. L. Peterson (1979). Anal. Biochemistry 100, 201 — 220 (Reagente de Folin)

S.C. Gill e P.H. von Hippel (1989). Anal.Biochemistry 182, 319 — 326. (Absorcao na
regido de luz UV)

H. Ahmed (2005). Principles and reactions of protein extraction, purification and
characterization (todos 0s métodos)

Lehninger principles of biochemistry. 3rd. ed. New York: Worth Publishers, 2000. 1152p.
il.

Livro de bioquimica basica (Anita Marzzoco e Bayardo B. Torres).



