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QBQ 1453 Bioquímica Experimental – 2023
Informações gerais

• Grupos de 3/4 alunos

• Na 1 aula prática ( 21/03) trazer a  
primeira página da declaração sobre 
seguranca em laboratório  assinada. 
Ler todo o documento e seguir as 
recomendações durante as aulas 
práticas – imprescindível para 
participar da aula. 



QBQ 1453 Bioquímica Experimental – 2023
Planejamento:

Revisão do uso de pipetadores
Prática 1 – Lise de células de levedura
Prática 2  - Dosagem de proteínas totais presentes no lisado



Planejamento Prática 1
Uso de pipetadores



Planejamento Prática 1
Uso de pipetadores



~1g S. cerevisiae/grupo

Planejamento Prática 1

Saccharomyces cerevisiae 

Eucarioto – fungo unicelular
possui parede celular e membrana 
plasmática.

Ferramenta biotecnológica por séculos 
(vinho, cerveja, pão, biocombustíves, etc) 
Fermentação 

(~5 μm diâmetro) 



Obtenção de Lisado de S. Cerevisiae 

Por lise mecânica com pérolas de vidro

Objetivo: lisar parede celular e membrana plasmática

“Vortexing” com 
pérolas de vidro



Obtenção de Lisado de S. Cerevisiae 

Por lise mecânica com pérolas de vidro

Objetivo: lisar parede celular e membrana plasmática

“Vortexing” com pérolas de vidro

Importante:
Gelo 
Inibidores de proteases 

Centrifugação: Separação de células 
íntegras, debris de tecidos



Obtenção de Lisado de S. Cerevisiae 
Centrifugação:

Centrifugação-usa força centrífuga 
para separar e purificar misturas de 
partículas biológicas em um meio 
líquido 

Força centrifuga vai sedimentar 
partículas mais densas

Separação de células íntegras, debris de tecidos do sobrenadante contendo as 
biomoléculas de interesse (carboidratos, proteínas).



Procedimento
1 g S. cerevisae

4 mL tampão de lise (0,1 M Pi, pH 7,0 contendo 5 mM EDTA) 
40 uL PMSF  (fluoreto de fenil-metil sulfonila) 
(Inibidor de proteases) 

Homogeneizar em vórtex

8 mL de pérolas de vidro

Agitar em vortex por 1 min
Banho de gelo por 1 min

Repetir mais 4 x

Centrifugar (850 g, 2 min).

Remover o sobrenadante
para um novo tubo falcon 

Lisado
(gelo)

Precipitado contendo as pérolas de vidro
4 mL tampao de lise
40 uL PMSF 

Agitar em vortex por 1 min
Banho de gelo por 1 min

Repetir mais 4 x

Centrifugar
(17 000 g, 5 min).

Centrifugar (850 g, 2 min).

Coletar o sobrenadante para o tubo lisado

Transferir para novo tubo
falcon, medir volume e 
dividir em 3 alíquotas

Identificar os tubos com o 
número do grupo e congelar



1. da ligação peptídica (210-220 nm)
2. de grupos presentes nas cadeias laterais dos aminoácidos que

a constituem (aromáticos, p. ex., a ~ 280 nm)
3. de produtos coloridos resultantes de reações entre a proteína

e compostos químicos específicos (400-700 nm)

A quantificação de uma proteína através de espectrofotometria 
se baseia nas propriedades de absorção de luz:



Alguns métodos para detectar/dosar proteínas

Desvantagem:
a) compostos que absorvem na região de luz UV podem interferir na

quantificação.
b) A diferença de conteúdo de aminoácidos aromáticos entre o padrão

e a amostra pode introduzir erros na quantificação.

Absorção de luz UV

Cadeias laterais contendo aromáticos absorvem luz em 280nm. 
Assim, a absorbância de uma proteína dependerá do seu conteúdo 
de Tyr, Phe e Trp. 
Para a quantificação de uma proteína sem o uso de referências é 
necessário conhecer a sua sequência de aminoácidos (calcular o ).



Coloração com Ag+

Baseado na capacidade de ligação de proteínas a íons 
Ag+, formando um complexo que absorve em 420nm. 
Detecta até nanogramas de proteína.

Desvantagem: 
sais, grupos tiol e detergentes interferem na reação.

marron

Muito sensível para gel de SDS page!



Reação de Biureto
Baseia-se em uma reação entre CuSO4 e os grupos amino
da ligação peptídica em meio alcalino. Portanto, é um
método específico para proteínas. O produto desta reação
(um cátion Cu+2 coordenado com 4 grupos amino)
absorve em 540nm.

Desvantagens: a) baixa sensibilidade (> 1 mg prot.)

b) somente para proteínas simples

+ -

+ -



Reagente de Folin-Ciocalteu – Método de Lowry

At alkaline condition, cupric sulfate reacts with the protein peptide bonds,
producing Cu+. Subsequent reduction of the Folin reagent by copper-treated protein 
yields a heteropoly-molybdenum blue product.

O íon Cu+ formado reduz uma mistura de ácidos fosfotúngstico e fosfomolíbdico (reagente 
de Folin) formando tunsgtato e molibdato, os quais absorvem em 720 – 750nm. 



Método de BCA (bicinchonic acid)

peptide bonds of protein first 
reduce cupric ion (Cu2+) to 
(Cu+) complex in alkaline 
medium. 

The cuprous
ion complex then reacts with 
BCA (2 molecules per Cu+ ion) 
to form an intense
purple color that can be 
measured at 562 nm.

The presence of four
amino acids (cysteine, cystine, 
tryptophan, and tyrosine) in the 
protein is responsible
for the color development.



Fluorescamina

Este composto reage com grupos amino presentes na proteína
formando um produto fluorescente (Excitação em 390 nm;
Emissão em 475 nm). Desta forma, trata-se de um método
extremamente sensível (pmoles).

Desvantagem: qualquer grupo amino pode reagir com a
fluorescamina. Portanto, o método não é específico para proteínas.



Reagente de Bradford 
(Comassie Brilliant Blue G-250)

Comassie forma complexos com proteínas por meio de interações iônicas com
aminoácidos básicos (arginina, lisina e histidina) além de sofrer interações
de van der Waals e hidrofóbicas (aminoácidos aromáticos).

A formação do complexo proteína-CBBG altera o espectro de absorção do
corante, mudando o seu máximo de absorção de 465 nm para 595 nm.



Reagente de Bradford 
(Comassie Brilliant Blue G-250)



Dosagem de proteínas – Reagente de Bradford

Proteínas
Lipídeos
Carboidratos (açúcares redutores) 
Ácidos nucleicos

Lisado bruto 
contém:

Determinar mg proteínas /mL do lisado



Estratégia para dosagem de proteínas no lisado das células 
de levedura

Dos métodos discutidos anteriormente, quais métodos seriam adequados para 
dosar a concentração de proteínas totais do lisado?

- Medida direta da Abs em 220 (ligações peptídicas), ou 280 nm (aminoácidos 
aromáticos)?

- Métodos indiretos – Biureto
- BCA
- Bradford

Considerações: 
Minha proteína está pura ?             Pureza – interferentes proteicos e não proteicos
Tenho concentração suficiente?     Concentração – faixa linear
Tenho um padrão da proteína?       Padrão – Ou então será determinado em equivalentes 
de BSA



Interferentes não proteicos



InterferentesFaixa linearmétodo

• DetergentsStandard protocol: Sample-to-reagent ratio: 
1:50 
100–1,500 µg/mL (20 µL)

Bradford

•Reducing sugars and 
reducing agents 
• Thiols
• Copper-chelating agents
• Ascorbic acid and uric acid 
• Tyrosine, cysteine, and
tryptophan
• 50 mM imidazole

Standard protocol: 20–2,000 μg/mL (50 μL) BCA

•Detergents (cause 
precipitation) 
•Thiols, disulfides
•Copper-chelating reagents
Carbohydrates including 
hexosamines and their N-
acetyl derivatives 
•Glycerol, Tris, tricine, K+ 

ions 

Standard protocol: 1–1,500 μg/mLLowry



A escolha do Padrão 



Estratégia para dosagem de proteínas no lisado das células 
de levedura

Proteínas +
Corante (CBG)

Complexo Colorido

Como correlacionar a “cor formada” com a 
quantidade de proteína presente?







Curva padrão para dosagem de proteínas com
Reagente de Bradford (Comassie Blue G)

Diferentes massas de proteína 

Corante

Absorbância (595 nm)

Abs 595nm

Concentração de proteínas totais (mg/mL)



Dosagem das Proteínas presentes no lisado

Dosagem de proteínas – Reagente de Bradford

A) Diluir a amostra

Não se pode extrapolar uma concentração acima ou abaixo do maior
ou menor ponto linear da curva de calibração.

Diluições são muito importantes para uma amostra desconhecida –
para dosar na faixa linear

Água (uL)Lisadomicrotubo

900100 uL10x

400 100 uL do 10x50x

900100 uL do 10x100x



A importância da diluição

Diluição prévia: Não sabemos a concentração de proteínas no lisado. 

100 uL lisado
900 uL agua (10 x)

100 uL diluido 10 x
900 uL agua (100 x)

Mas: Supor concentração de proteínas no lisado é 0.5 mg/mL 

Concentração é 0.05 mg/mL Concentração é 0.005 mg/mL

Lisado inicial
0.5 mg/mL

Homogeneização é essencial!!!

– a absorbância da amostra precisa cair dentro dos limites da curva de calibração –
fazemos várias “tentativas na forma de diluições”



Dosagem das Proteínas presentes no lisado

Dosagem de proteínas – Reagente de Bradford

B) Construção da curva padrão Concentrações crescentes de albumina

1 mL do reagent de Bradford
5 min a T ambiente

Volume final 
(µL)H2O (µL)BSA (µL)microtubo

20015050 uL solução 
estoque (2 mg/mL)

1

40016040 uL solução 
estoque (2 mg/mL)

2

400200200 uL do tubo 2 3
400200200 uL do tubo 34
400200200 uL do tubo 45
400200200 uL do tubo 56
200200-Branco



Dosagem das Proteínas presentes no lisado

Reagente de Bradford
Transferir 10 uL da curva ou diluições da amostra para uma microplaca
em triplicata

200 uL do reagente
de Bradford
5 min a T ambiente

Ler em 595 nm –
fazer 2 leituras
comparativas: 
1) zerando com o 
branco
2) Lendo a abs do 
branco



Dosagem das Proteínas presentes no lisado

A importância da reprodutibilidade

1) Sempre homogeneizar as amostras antes de cada diluição

2) Pipetar com muito cuidado

3)     Fazer sempre em triplicatas – representar com media, SD e CV



Dosagem das Proteínas presentes no lisado

A atividade no laboratório será considerada realizada se:

1) Construção da curva padrão – precisa ser linear

Plotar o valor de Abs versus a concentração de albumina e obter o gráfico e equação da 
reta, relacionando a Abs a 595 nm com a quantidade de proteína.

2) Foto da absorbância das diluições - Uma ou mais diluições do lisado precisam ter abs 
dentro dos limites da curva de calibração



-Rever a aula e os protocolos das práticas  1 e 2 antes da aula e estudar o material 
especificado 

-Uso de avental é obrigatório no laboratório e o uso de sandálias, shorts é proibido.

-Trazer sempre a apostila de práticas inteira e completar as tabelas durante as 
práticas (caderno de laboratório) as quais devem ser apresentadas ao professor 
antes de deixarem o laboratório. 

-Preparar o lisado com cuidado pois o material será utilizado durante todo o curso.
Manter sempre no gelo. Evitar coletar o precipitado!!

-Rever cálculos de soluções, diluições e Eq. da reta. 

- Trazer a  primeira página da declaração sobre segurançaa em laboratório  assinada.

Lembretes finais: 
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