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Pratica 1 (video demonstrativo)

Lise de células de levedura para experimentos de
purificacado e dosagem da enzima a-glicosidase

Objetivos

Romper as células de Saccharomyces cerevisiae e obter o lisado clarificado (citossol)
Reagentes Materiais Aparelhagens
-agua destilada -banho de gelo -centrifuga
-células de levedura (fase log tardia) -pérolas de vidro 0,5 mm & -estufa

-etanol -pipetadores -freezer
-fluoreto de a-fenilmetilsulfonila -Pipetas -vOortice
(PMSF) 100 mM em etanol -Provetas

-hipoclorito de sddio 20 g/L

-suporte para tubos
-tubos plasticos para

agua sanitéria .
&g ) centrifuga (tipo Falcon®)

-tampao fosfato 100 mM pH 7,0 com

EDTA 5 mM (tampéo de lise)

Fracionamento celular

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

=
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20.

21.
22.

Vocés receberdo em um tubo de centrifuga com tampa aproximadamente 1 g (peso Umido) de
células de leveduras crescidas até a fase logaritmica tardia.

Adicionar 4 mL de tampé&o de lise ao tubo.

Ressuspender as células usando um vartice.

Adicionar 40 pL de PMSF (100 mM) em etanol.

Homogeneizar em vortice.

Adicionar a suspensao 8 mL de pérolas de vidro lavadas e secas.

Agitar ininterruptamente em voértice durante 1 min (processo de lise).

Resfriar em banho de gelo por 1 min

Repetir as etapas 7 e 8 por mais 4 vezes.

. Centrifugar a suspensédo de células + pérolas de vidro a 900xg por 2 min.
.Remover cuidadosamente o sobrenadante— evitar coletar o material precipitado — passando-

o para um tubo Falcon® limpo e identificado como LISADO.

.Manter o tubo “LISADO” em banho de gelo.

.Ressuspender o precipitado + pérolas de vidro em 4 mL de tampéo de lise.

. Adicionar 40 pL de PMSF (100mM) em etanol.

.Homogeneizar em vortice.

.Repetir as etapas 7 a 15 duas vezes reunindo os sobrenadantes no mesmo tubo “LISADO”.

. Centrifugar o LISADO coletado a 17.000xg por 10 min.

. Transferir o sobrenadante do LISADO clarificado para um tubo falcon.

.Determinar o volume aproximado do LISADO clarificado observando a graduacdo do tubo

falcon.

Homogeneizar bem o lisado e dividir em 3 aliquotas de igual volume e transferi-las para tubos
plasticos tipo Falcon®.

Identificar claramente os tubos com o nimero do grupo.

Deixar os tubos Falcon devidamente marcados com o numero do grupo no gelo para que, ao
final da aula, a técnica recolha-os e armazene em freezer a —20°C.



FLUXOGRAMA

1 g de Saccharomyces cerevisiae
(PESO UMIDO)

4 mL de tampéo de lise
40 pL de PMSF

A 4

Suspensao

8 mL de pérolas de vidro
Agitacdo em vortice por 1 min
Resfriamento em gelo por 1 min
Repetir a agitacado e resfriamento mais 4x

A 4

Centrifugacéo
900X g por 2 min

\ 4 v
Ll

> Precipitado Sobrenadante

4 mL de tampao de lise
40 puL de PMSF

\ 4

Agitacdo em vortice por 1 min

Resfriamento em gelo por 1 min
Repetir a agitacao e resfriamento mais 4x 2 Tubo
LISADO
A\ 4 A
REPETIR Centrifugacgéo
Procedimento 900X g por 2 min
2x
A\ 4 A\ 4
—| Precipitado | | Sobrenadante —

v

Centrifuga a 17.000xg por 10min Sobrenadante

A\ 4

\ 4

X Tubo LISADO

\ 4
LISADO clarificado




Procedimento B — Lavagem das pérolas de vidro
(Executado por monitores ou técnica)

Transferir as pérolas de vidro para um erlenmeyer.
Adicionar hipoclorito de sédio no erlenmeyer.
Agitar algumas vezes durante 15 min.

Descartar cuidadosamente o hipoclorito de sodio
Repetir a lavagem com hipoclorito de sodio.
Adicionar 4gua no erlenmeyer

Lavar as pérolas.

Descartar cuidadosamente a agua.

Repetir as etapas 6 a 8 por mais 5 vezes.

10 Adicionar etanol no erlenmeyer.

11. Colocar o erlenmeyer numa estufa.

12. Aguardar a secagem das pérolas.
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ATIVIDADES 1

1. Examine o protocolo para se familiarizar com cadernos de laboratoério, assista ao video
do experimento e em seguida, responda as questdes abaixo:

a) O que é lise celular e como as células de Saccharomyces cerevisiae foram lisadas?

b) O tampdo de lise contém EDTA e ao tampao foi adicionado PMSF (fluoreto de a-
fenilmetilsulfonila). Qual a funcdo desses reagentes?

¢) Depois da adicdo das pérolas de vidro e da agitacdo com vortex repetidas vezes, a mistura foi
centrifugada a 900 g por 2 min. O que é centrifugacdo?

d) Depois da primeira centrifugacdo a 900 g vocé deve ter notado no tubo, um precipitado e um
sobrenadante. Qual a provavel composicdo desse precipitado e desse sobrenadante?

e) Depois de separar o sobrenadante, adicionou-se mais tampé&o de lise e mais PMSF e repetiu-se a
agitacdo com vortex repetidas vezes e a centrifugacdo a 900 g. Por que o procedimento foi repetido?
f) Os sobrenadantes coletados de todas as centrifugacfes a 900 g colocados num mesmo tubo foram
centrifugados a 17.000 g. Ao final dessa centrifugacdo, vocé deve ter notado no tubo, um
precipitado e um sobrenadante. Qual a provavel composicdo desse precipitado e desse
sobrenadante?

g) Por que o sobrenadante da centrifugacdo a 17.000 g foi reservado para o0s proximos

experimentos?



Pratica 2 (video demonstrativo)
Purificacao de proteinas — cromatografia de troca idGnica

Objetivo
Enriquecer a oa-glicosidase da levedura Saccharomyces cerevisiae empregando a cromatografia de
troca ibnica.

Observacao

Em condi¢des usuais, o0 primeiro passo para purificar a a-glicosidase do lisado clarificado da levedura
Saccharomyces cerevisiae € a precipitacdo com sulfato de amdnio, mas nas circunstancias atuais
optamos por ir direto para um método mais especifico, a cromatografia de troca idnica.

Reagentes Materiais Aparelhagem
-agua destilada -tubos de ensaio -vortice
-solucdo de NaCl 1M -seringa -leitora de placas
-tampéao fosfato 10 mM pH 6,8 -bastao de vidro
-DEAE-Sephadex -1a de vidro

-pipetadores

-presilha

-microplacas de 96 pocos

Procedimento A — Hidratagdo da DEAE-Sephadex®
(Executado por monitores ou técnica)

CHzCH,
O*CH{CHE—TTI—
CH;-CH,

Matriz . . .
Dietilaminoetil

Matriz=Sephadex= dextrana com liga¢des cruzadas

Pesar 0,5 g de DEAE-Sephadex em um béquer.
Adicionar 100 mL de tampé&o fosfato 10 mM pH 6,8.
Misturar bem utilizando um bastéo de vidro.
Decantar de um dia para o outro.

PONE

Procedimento B — Montagem da coluna de troca iGnica
(Executado por monitores ou técnica)

Montagem da coluna

Utilizar o barril de uma seringa (— 20 mL) como suporte da resina.

Prender a seringa em um suporte.

Colocar um pouco de l1a de vidro no seu interior.

Compactar a la de vidro na base utilizando um bastéo de vidro.

Lavar a coluna com agua destilada para retirar fragmentos de |a de vidro.
Adaptar um tubo de plastico de aproximadamente 6 cm na saida da seringa.
Fechar o tubo de plastico com uma presilha.

NogkwNE

Processo de empacotamento
8. Fechar a presilha.
9. Homogeneizar com um bastédo de vidro a suspenséo contendo a resina (Procedimento A).
10. Adicionar a suspensao até a marca de 1,0 mL.
11. Deixar decantar.
12. Repetir essa operacao até a resina sedimentada ocupar o interior da seringa até 1,0 mL
13. Com a resina empacotada, lava-la com 20 mL de tampao fosfato 10 mM sem NacCl.
14. Ap6s a lavagem, fechar a presilha.
15. Deixar 3 mm de tampéao acima do topo da resina. NUNCA DEIXAR A RESINA SECAR.



Procedimento C — Cromatografia de troca idnica.

Preparacdo da amostra

1. Descongelar a fracdo P2 dialisada e medir seu volume. Se o volume for menor que 0,5 ml
completar para 0,8 ml com tampao fosfato 10 mM sem NaCl. Homogenizar bem com vortex.

2. Reserve 0,1 ml da amostra num tubo MARCADO: Lisado com o nimero do grupo para dosar a
quantidade de proteina e de atividade de enzima que ser& aplicada na coluna.

Cromatografia

Aplicacdo da amostra na coluna de troca-idnica.

3. Verificar se a presilha esta fechada e o tampé&o ao nivel do menisco (cerca de 3 mm acima do
topo da coluna).

4. Utilizar uma pipeta para transferir 0,7 ml da amostra para a coluna, encostando a pipeta na
parede da coluna (anote o volume efetivamente aplicado na coluna).

Nas etapas seguintes vocé fara a eluicdo do material aplicado usando tampao sem NaCl e com NaCl

1M. A cada acréscimo de tampdo as amostras deverdo ser coletadas em microtubos de

centrifugacdo (tipo Eppendorf®) numerados de 1 a 20.

5. Colocar o tubo 1 na saida da coluna e abrir a presilha.

6. Deixar a amostra escoar pela coluna até cerca de 3 mm acima do topo da resina (menisco).

7. Fechar a presilha e transferir o tubo 1 para o gelo.
Eluicdo das proteinas ndo retidas pela coluna

8. Adicionar cuidadosamente tampao fosfato sem NacCl (2 mL).

9. Colocar o tubo 2 na saida da coluna e abrir a presilha permitindo que o tampao flua pela resina.

10. Coletar 1 mL em cada tubo de eppendorf.

11. Trocar o tubo de ensaio e sempre adicionar mais 1 mL de tampao.

12. Fechar a presilha ao final da coleta do tubo 8.

13. Adicionar cuidadosamente mais 1,0 mL de tampao. Assim, acima da resina devera haver 2,0
mL de tampé&o.

14. Coletar mais dois tubos, sem adicionar tampao.

15. Ao final da coleta do tubo 10, o tampao devera estar cerca de 3mm acima do topo da resina
(menisco).
Eluicdo das proteinas retidas pela coluna

16. Adicionar cuidadosamente tampéo fosfato com NacCl 1M (2,0 mL).

17. Abrir a presilha e permitir que o tampao elua pela resina.

18. Coletar 1,0 mL em cada tubo eppendorf.

19. Trocar o tubo de ensaio e sempre adicionar mais 1 mL de tampéao

20. Fechar a presilha ao final da coleta do tubo 18.

21. Adicionar 1,0 mL de tampé&o. Assim, acima da resina devera haver 2,0 mL de tampé&o.

22. Coletar mais dois tubos, sem adicionar tampao.

23.Fechar a presilha ao final da coleta do tubo 20. N&o deixar a coluna secar.

Procedimento D — ldentificagdo das fragOes que contém a a-glicosidase

MANTER OS TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

1. Mantenha as 20 fracdes (tubos coletados) no gelo. Em paralelo, prepare outro conjunto de tubos
numerados de 1 a 20. Adicionar em cada tubo 0,2 mL de NPaGlc e transferir os tubos para o
gelo.

Adicionar em cada um destes tubos 0,2 mL das fracdes coletadas durante a cromatografia.
Transferir todos os tubos ao mesmo tempo para um banho de 30°C.

Incubar os tubos por 10 min.

Ao remover os tubos, adicionar em cada um 2 mL de tampéao carbonato-bicarbonato pH 11,0.
Agitar manualmente.

Deixar os tubos em temperatura ambiente.
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8. Ler as absorbéancias a 420 nm em leitora de placa. Para isso pipetar 200 pL de amostra em
cada pocinho da placa. Pipetar também 200 uL do tampéo utilizado e usar como branco. Anotar
o valor do branco e descontar da leitura de absorbancia das amostras.

9. Completar a Tabela 1.

Tabela 1
Tubos | Aszonm Tubos | Aszonm
Branco
1 11
2 12
3 13
4 14
5 15
6 16
7 17
8 18
9 19
10 20

10.Uma vez identificados os tubos que contém atividade enzimatica, reunir o conteido dos tubos
(fracdes eluidas da cromatografia) com maior atividade enzimatica em um tubo “Falcon”
identificado como MATERIAL DEAE. O volume do material DEAE deve ser anotado para
calculos posteriores.

ATIVIDADES_2
1. Examine o protocolo para se familiarizar com cadernos de laboratoério, assista ao video
do experimento e em seguida, responda as questdes abaixo:

a) Um experimento igual ao mostrado no video forneceu os dados mostrados na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1
Tubos A420nm Tubos A420nm
Branco| 0,05
1 0,02 11 0,08
2 0,01 12 0,65
3 0,05 13 1,23
4 0,04 14 0,75
5 0,03 15 0,43
6 0,01 16 0,28
7 0,04 17 0,23
8 0,05 18 0,10
9 0,06 19 0,11
10 0,03 20 0,13

Utilizando os dados experimentais mostrados faca um cromatograma (Ao versus tubos coletados).
Quais tubos vocé separaria como material DEAE? Qual seria o volume final aproximado do material
DEAE coletado?

b) Considerando as condi¢cdes cromatograficas utilizadas e o resultado do experimento, qual deve
ser o pl aproximado da a-glicosidase da Saccharomyces cerevisiae?

¢) O material DEAE coletado pode ser submetido a um SDS-PAGE? Justifique detalhadamente sua

resposta.



Pratica 3 (video demonstrativo)
Dosagem da atividade enzimatica da alfa-glicosidase e
concentracao de proteinas no material DEAE e no lisado

Objetivos

1. Comparar a concentracdo de atividade enzimatica da alfa-glicosidase no lisado e no
material DEAE.

2. Determinar a concentracédo de proteinas no lisado e no material DEAE.

3. Determinar a atividade especifica de alfa-glicosidase (mU/mg) do lisado e do material
DEAE.

4. Calcular a recuperacao e o enriquecimento da atividade de alfa-glicosidase apos a
cromatografia de troca ibnica.

Reagentes Materiais Aparelhagem
agua destilada papel de filtro Leitora de placas
albumina 0,2 g/L microplaca de 96 pocos vaortice
lisado de leveduras pipetadores banho a 30°C
material DEAE tubos de ensaio
reagente de Bradford pipetas

acido fosférico 85% ponteiras

Coomassie Blue G® suportes para tubos de ensaio

p-nitrofenil-a-glicosideo
(NPaGlc) 4 mM em tampao
fosfato 100 mM pH 7,0
tampéo carbonato-
bicarbonato 250 mM

pH 11,0

Procedimento A — Determinacao da atividade enzimatica

MANTER OS TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Diluicdo para o lisado: 10 x

Diluicdo para o material DEAE:n&ao diluir

Todos os tubos deste ensaio podem ser montados simultaneamente, iniciando o procedimento
sempre pela adicdo do substrato. Somente quando todos os tubos j& tiverem recebido o
substrato devera ser iniciada a adicdo do sobrenadante do lisado previamente diluido.

1. Preparar os tubos em banho de gelo.

Adicionar em cada tubo os volumes de NPa-Glc estipulados nas Tabelas 1 (lisado), 2
(material DEAE) e 3 (branco de substrato).

3. Adicionar em cada tubo o lisado ou o material DEAE devidamente diluidos.

4. Transferir todos os tubos ao mesmo tempo para o banho a 30°C.

5. Incubar os tubos pelos intervalos de tempos indicados nas Tabelas 1, 2 e 3.

6. Ao remover cada tubo, interromper a reagdo enzimatica adicionando 2 mL de tampé&o
carbonato- bicarbonato pH 11,0.

7. Agitar manualmente.

8. Deixar os tubos em temperatura ambiente.

9. Uma vez que todos os tubos tenham sido retirados, transferir 200 uL de cada tubo para um
poco de microplaca e ler as absorbancias a 420 nm.

10.Utilizando a curva de p-nitrofenolato apresentada no anexo 1, completar as Tabelas



4eb.

1. Com os dados obtidos, determinar a concentracao de atividade enzimatica de a-
glicosidase (U/mL) presente no sobrenadante do lisado e no material DEAE.

Tabela 1 — lisado

Sobrenadante Tempo de
NPaGlc 4 mM | do lisado | . P .
tubos L incubacéo a 30°C
(mL) diluido -
(mL) (min)
1LIS 0,2 0,2 5
2 LIS 0,2 0,2 10
3 LIS 0,2 0,2 15
4 LIS 0,2 0,2 20
BE agua 0,2 20
Tabela 2 — Material DEAE
tUbos NPaGlc 4 mM mate(rrlﬁll_)DEAE tempo
(mL) (min)
1 DEAE 0,2 0,2 5
2 DEAE 0,2 0,2 10
3 DEAE 0,2 0,2 15
4 DEAE 0,2 0,2 20
BE H,O 0,2 20
Tabela 3 - Branco de substrato
Agua Tempo de
tubo Npa((;rlrcnj mM destilada incubacdo a 30°C
(mL) (min)
Branco de Substrato 0,2 0,2 20

Tabela 4 — Lisado

nmols | Tempo

tubos | Asxo de (min)
produto

1LIS

2 LIS

3 LIS

4 LIS

BE

Tabela 5 — Material DEAE

nmols | Tempo

tubos | Asxo de (min)
produto

1 DEAE

2 DEAE

3 DEAE

4 DEAE

BE

Procedimento B — Dosagem de proteinas



1. Diluicdo do lisado: 100x.

O material DEAE nao deve ser diluido

2. Adicionar em cada tubo os volumes de albumina, lisado diluido ou material DEAE e agua

estipulados nas Tabelas 1 (curva de calibracdo) e 2 (amostras).

Importante: fazer os tubos do lisado diluido e material DEAE em triplicata

3. Adicionar o reagente de Bradford.
4. Homogeneizar em vdrtice.
5. Aguardar 5 minutos com os tubos em temperatura ambiente
6. Trasferir 200 uL para microplaca de 96 pocos
7. Ler as absorbancias a 595 nm.
8. Utilizando a curva de padrdo de albumina apresentada no anexo 2, completar as Tabelas 3 e
4.
Tabela 3 — Absorbancia amostras e calculo de massa de proteinas
Tubos Abs diluigéo Mas§a de
(595 nm) proteina (mg)
branco
Lis1
Lis2
Lis3
DEAE1
DEAE2
DEAE3
Tabela 4 — Calculo da concentracao de proteinas
Media Massa de | Volume da Concentracao
amostra Asgs proteina amostra de proteina
(mg) (mL) (mg/mL)
Lisado
DEAE
Anexo 1

Curva padrao para dosagem do produto da reacgéo catalisada pela a-glicosidase

Fundamentos

Relembramos que uma curva-padréo é utilizada para determinar quantitativamente uma propriedade
de uma amostra desconhecida a partir de uma amostra com propriedade conhecida. A enzima a-
glicosidase catalisa a hidrélise da ligacdo a-glicosidica de sacarideos como mostrado abaixo para o

dissacarideo maltose.
CH,0OH

N

maltose

CH,OH
O

S=o—\

0

a-glicosidase
+ HO e

2 glicose

Devido as complexidades metodolégicas para acompanhar o consumo e a formacgao de sacarideos,
acompanhamos a atividade da enzima usando um substrato artificial, o para-nitrofenil-oa-glicosideo
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(NPaGlc). Nesse caso, um dos produtos formados é o para-nitrofenol, o qual em meio alcalino (por
exemplo, tampao bicarbonato, pH 11) é desprotonado a para-nitrofenolato, o qual absorve luz a 420

nm.

CH,OH

a-glicosidase

Lo NO, + H0 —— glicose +HO@N02

NpoGle )
amarelo em meio

alcalino

Portanto, para fazer a curva padrdo para acompanhar a atividade da enzima a-glicosidase (ou
formacao de produto) utilizamos uma solucdo de para-nitrofenol de concentracdo conhecida (2 mM),
a qual em meio alcalino permite relacionar absorbancia de luz a 420 nm com moles de p-
nitrofenolato.

Curva padréao

1.

2.
3.
4

o

Adicionar em cada tubo os volumes de para-nitrofenol e agua estipulados na Tabela 1.
Adicionar o tampao bicarbonato, pH 11,0

Homogeneizar em vortice.

Ler as absorbancias das amostras a 420 nm no espectrofotdbmetro ou na leitora de placas (na
leitora de placas fazer 3 leituras, tirar a média e completar a Tabela 2).

No espectrofotdbmetro: Transferir a amostra para cubetas apropriadas. Usar o “branco” para
calibrar (“zerar”) o espectrofotbmetro e realizar a medidas de absorbancia das amostras.

Na leitora de placas: Pipetar com precisdo 200 pul do branco e das amostras nos pocinhos da
placa em triplicata. Anotar a absorbancia do branco e descontar da absorbancia observada
nas amostras.

Tabela 1
tubos p-nitrofenol H,O Tampao
2 mM (ub Bicarbonato
(1) (mD
Bco 0 200 2
1 5 195 2
2 10 190 2
3 20 180 2
4 30 170 2
5 50 150 2
6 75 125 2
7 100 100 2
8 125 75 2
9 150 50 2
10 175 25 2
11 200 0 2

Resultados

Colocamos abaixo, os resultados obtidos por um monitor do curso QBQ-0316 de 2019.

Tabela 2
nmoles de para-
tubos nitrofenolato AbS450nm
(nmoles)
1 10 0,134
2 20 0,172
3 40 0,248
4 60 0,324
5 100 0,504
6 150 0,707
7 200 0,826
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8 250 1,018
9 300 1,183
10 350 1,290
11 400 1,485

Os dados da Tabela 2 forneceram a curva padrao que relaciona a absorbancia a 420 nm com a
quantidade de p-ntrofenolato (nmoles/tubo).

Curva-padrdo p-nitrofenolato

y=0.0035x +0.1277
R2=0.9954

1.4 4

A420nm

0.0 T T
0 200 400

p-nitrofenolato [nmol/tubo)

Anexo 2

Curva padrao para dosagem de proteinas

Fundamentos

A concentracdo de proteinas em uma amostra complexa como um lisado celular é comumente
determinada a partir de um método colorimétrico, o ensaio de Bradford. O reagente Coomassie
Brilliant Blue, presente no reagente de Bradford, se torna azul ao se ligar principalmente aos amino
acidos bésicos (Lys e Arg) das proteinas. Desta forma, ao se medir as absorbancias de diferentes
quantidades de uma amostra conhecida (em geral albumina bovina (BSA)) no comprimento de onda
595 nm (azul) com um espectrofotdbmetro (ou leitora de placas) estabelecemos a relacdo que existe
entre a Abs a 595 nm e a quantidade de proteinas. Com essa relacdo, poderemos estimar a
concentracdo de proteinas de uma amostra desconhecida

Curva padrao

1. Adicionar em cada tubo os volumes de uma solucdo de albumina (2 g/L) e &gua estipulados na

Tabela 1.

Adicionar o reagente de Bradford.

Homogeneizar em vortice.

Aguardar 5 minutos com os tubos em temperatura ambiente

Ler as absorbéancias das amostras a 595 nm no espectrofotbmetro ou na leitora de placas (na

leitora de placas fazer 3 leituras, tirar a média e completar a Tabela 2).

A. No espectrofotdbmetro: Transferir a amostra para cubetas apropriadas. Usar o “branco”
para calibrar (“zerar”) o espectrofotdbmetro e realizar a medidas de absorbancia das
amostras.

B. Na leitora de placas: Pipetar com precisdo 200 ul do branco e das amostras nos pocinhos
da placa em triplicata. Anotar a absorbancia do branco e descontar da absorbancia observada
nas amostras.

arwN

Tabela 1
albumina agua reagente de
0,2 g/L (ub) | (ub) | Bradford (mL)

tubos
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branco 0 100 1,0
1 10 90 1,0
2 20 80 1,0
3 30 70 1,0
4 40 60 1,0
5 50 50 1,0
6 60 40 1,0
7 70 30 1,0
8 80 20 1,0

Resultados

Colocamos abaixo, os resultados obtidos por um monitor do curso QBQ-0316 de 2019.

Tabela 2
Albumina Abscorbancia (595nm) ﬁ'lt;;sd.;i;;b_é.gr_::
(ng/tubo) 1 2 3 Média média
Branco  0.248 0248 0.255 0250 -

2 0310 0306 0306 0307 0.057

4 0.342 0338 02339 0340 0.089

6 0.380 0376 02374 0377 0.126

8 0430 0429 0427 0429 0178

10 0457 0452 0447 0452 0.202
12 0477 0470 0465 0471 0.220
14 0.500 0487 0492 0496 0.246
16 0517 0525 0522 0.521 0.271
18 0.543 0557 0551 0.550 0.300
20 0.567 0572 0559 0.566 0.316

Os dados da Tabela 2 forneceram a curva padrao que relaciona a absorbancia a 595 nm com a
quantidade de albumina (pug/tubo).

Curva padrao de albumina (Bradford)

030 | y= 0,0144x +0,0423 J—
R2= 09822 s
»
£ 020 . . ®
& °
< 010 e ®
.
@
0,00
0 5 10 15 20

Albumina (pg/tubo)

ATIVIDADES_ 3

1. Examine o protocolo para se familiarizar com cadernos de laboratério, assista ao video
do experimento e em seguida, responda as questdes abaixo.

O professor fornecerd as diluicdes empregadas nos ensaios e o0s resultados obtidos nos
experimentos realizados no video. Complete as Tabelas pertinentes com os resultados fornecidos e

determine:
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(i) a concentracdo de atividade enzimatica de a-glicosidase (U/mL) presente no lisado e no material
DEAE.

(ii) a concentracdo de proteinas (mg/mL) no lisado no material DEAE.

(iii) a atividade especifica de alfa-glicosidase (mU/mg) no lisado e no material DEAE.

(iv) a recuperacédo e o enriquecimento da atividade de alfa-glicosidase apds a cromatografia de troca

idnica.
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Pratica 4 (video demonstrativo)

Caracterizacao da alfa-glicosidase: Ky, € Vimax

Objetivos

Caracterizar a o-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae através das determinacbes da
afinidade (K,,) da enzima pelo substrato (p-nitrofenol-a-glicosideo) e da velocidade maxima
(Vmax) de hidrdlise do substrato.

Reagentes Materiais Aparelhagens
agua destilada banho de gelo banho 30°C
lisado de levedura Placas de leitura Leitora de placas
NPaGlc 1,0 mM em tampéao fosfato 100 pipetadores vortice

mM pH 7,0 pipetas
NPaGlc 2,0 mM em tampé&o fosfato 100 ponteiras

mM pH 7,0 suporte para tubos de ensaio
NPaGlc 8,0 mM em tampéo fosfato 100 tubos de ensaio

mM pH 7,0
tampdao carbonato-bicarbonato 250 mM

pH 11,0

tampéao fosfato 100 mM pH 7,0

Procedimento A — Diluicédo do lisado de Saccharomyces cerevisiae

OBSERVAGCAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Consulte as técnicas/professores sobre a diluicao a ser realizada
Abaixo segue o procedimento sugerido para a diluicdo da preparacdo do lisado de
Saccharomyces cerevisiae.
1. Transferir 0,1 mL do lisado de Saccharomyces cerevisiae para um tubo identificado com

L10OX.

Adicionar 0,9 mL de 4gua destilada gelada.

Homogeneizar SUAVEMENTE.

Transferir 0,5 mL de L10X para um novo tubo identificado com L100X.
Adicionar 4,5 mL de agua destilada gelada.

Homogeneizar SUAVEMENTE.

o 0 ke DN

Procedimento B — Medidas de velocidade da reacdo de hidrélise do substrato

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

1. Adicionar em cada tubo os volumes de NPoGlc estipulados na Tabela

1. ATENCAO: prestar atencéo nas diferentes concentracdes de

substrato.

2. Preparar os tubos em banho de gelo.

3. Adicionar em cada tubo os volumes de tampao e lisado (devidamente diluido)
estipulados na

Tabela 1. Agitar manualmente com cuidado.

Transferir todos os tubos do gelo para o banho a 30°C

Incubar todos os tubos por 30 min.

N o o A

Remover todos os tubos do banho.
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8. Adicionar 2 mL de tampé&o carbonato-bicarbonato.
9. Deixar os tubos em temperatura ambiente.
10. Homogeneizar em voértice ou manualmente.

11. Trasferir 200 uL para microplaca de 96 pocos.

12. Ler as absorbancias a 420 nm.

Tabela 1
NPaGlc | NPaGlc | NPaGlc | tampéo fosfato | lisado
tubos | 1,0 mM | 2,0 mM | 8,0 mM | 100 mM pH 7 | diluido
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
1 0,02 - - 0,28 0,10
2 0,04 - - 0,26 0,10
3 0,08 - - 0,22 0,10
4 0,12 - - 0,18 0,10
5 0,16 - - 0,14 0,10
6 0,20 - - 0,10 0,10
7 - 0,16 - 0,14 0,10
8 - 0,20 - 0,10 0,10
9 - - 0,10 0,20 0,10
10 - - 0,13 0,17 0,10
11 - - 0,15 0,15 0,10
Tabela 2
(o tibo Tempo
nmols de da Velocidade
tubos de Asz0nm = i
. produto reacdo (nmol/min)
ensaio) (min)
(mM)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

Atividades_4

1. Examine o protocolo para se familiarizar com cadernos de laboratério, assista ao video
do experimento e em seguida, responda as questdes abaixo.

a) O professor fornecera os valores das absorbéancias a 420 nm obtidos nos experimentos realizados
no video. Com esses dados, complete a Tabela 2 acima e:

(i) construa um grafico de velocidade versus concentracdo do substrato.

(i) construa um grafico de 1/v versus 1/[S].

(iii) determine o valor de Vmax e de Km a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae atuando sobre

(hidrolisando) o p-nitrofenol-a-glicosideo.
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