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QBQ-1453 Integral: Bioquimica Experimental — 12. Semestre de 2023

Professores: M. Terésa Machini / Graziella Eliza Ronsein
Monitora PAE: Yuli Serna Torres (yuliserna2716@gmail.com)

Objetivos
Ampliar o conhecimento em Bioquimica. Trabalhar conceitos introduzidos na teoria em disciplinas de
Bioguimica e Quimica. Assimilar os fundamentos de métodos e técnicas comumente empregados em
Bioquimica. Desenvolver a capacidade de desenhar experimentos, de selecionar técnicas para realiza-
los, de tratar e analisar criticamente resultados. Desenvolver habilidades praticas de laboratorio.

Organizacao
A) As aulas ocorrerao nas 3as. feiras impreterivelmente as 14 h.
B) A turma sera dividida em grupos de 3-4 alunos.
C) A disciplina utilizara a levedura Saccharomyces cerevisae como fonte do modelo experimental (lisado).
D) Cada grupo recebera dois frascos contendo 1g de leveduras, que servira de material de partida para a
obtencao do lisado e realizacao de experimentos concatenados que visam a deteccao e a dosagem de
proteinas, bem como a extracao, etapa de purificacdo e caracterizacao de uma alfa-glicosidase (maltase).
E) Serdao realizadas aulas tedricas e de planejamento dos experimentos, de execucao dos mesmos
(Laboratorio Diddtico de Bioquimica e Biologia Molecular, LBBM, B7 Sup.), de uso de softwares de ensino
(sala de multimidia, B1 Sup.) e de tratamento de dados.




Avaliacao
A avaliacao sera baseada em 4 tipos de atividades:
Provas individuais (total: 2), terao questoes formuladas com base em situacoes e dados experimentais.
Previamente as provas, havera espaco adicional para o esclarecimento de duvidas (Resolu¢do de
Duvidas).
Experimentos e apresentacdo de Resultados em grupo: no final de todas as aulas praticas o professor
solicitara a apresentacao do conjunto de dados obtidos pelo grupo.
Tratamento de dados em grupo: aulas de discussao e analise de resultados a serem entregues.
Llstas de Exercicios em grupo: exercicios para trabalhar os conteudos das aulas.

Os altos custos deste tipo de disciplina experimental exigem: presenca, seriedade e bom aproveitamento.
Nao ha prova substitutiva, pois nao se trata de avaliagao obrigatoria segundo o regimento da USP.

Média final = (Média P1 e P2 x 0,80) + (média tratamento de dados e participa¢ao x 0,2)
Média > 5,0 e frequéncia 2 70 % levara a aprovagao sem recuperacao.

Recuperacao
Podera fazer prova o aluno que atingir a freqiéncia de 70% e tiver média maior ou igual a 3,0 e menor
que 5,0. Neste caso, a média final da disciplina = [média + (nota de recuperacao x 2)]/3.



Data Contetdo da Aula Observacgao - local
14/03 Apresentagao da disciplina Grazi e Terésa
Aula Tedrica 1: S. cerevisae e biomoléculas / Aula Teérica 2: Dosagem de proteinas Grazi
Planejamento das Praticas 1 e 2
21/03 Pratica 1: Lise de células da levedura S. cerevisae / Pratica 2: Dosagem de proteinas | Grazi e Teresa - LBBM/b07
28/03 Aula Teodrica 3: Determinagéo de atividade enzimatica /Planejamento Pratica 3 Grazi
Tratamento de dados Praticas 1 e 2 - Entrega de tratamento de dados
04/04 Semana Santa — Nao havera aula
11/04 Prética 3: Dosagem de proteinas e determinagao de atividade enzimatica do lisado Grazi e Teresa - LBBM/b07
sup
18/04 Aula Tedrica 4: Principios de purificagdo de proteinas Terésa
Tratamento de dados Pratica 3 - Entrega de tratamento de dados
25/04 14:00 h Turma 1 - Pratica 4: Simulagdo computacional de purificagao de proteinas Grazi e Teresa
16:00 h Turma 2 - Pratica 4: Simulagdo computacional de purificagao de proteinas sala Multimidia/b07
Exercicios 1-2 (14:00h Turma 2; 16:00 h Turma 1)
02/05 Tratamento de dados da Pratica 4 - Entrega de dados Terésa
Exercicios 3-4 / Tira Davidas: gerais e dos Exs 1-2

09/05 PROVA 1 Grazi
16/05 Aula Tedrica 5: Cromatografia de troca iénica - Planejamento das Praticas 5

Planejamento Pratica 6 Dosagem de proteinas e atividade enzimatica apos troca iénica Terésa

Planejamento Pratica 7 - Dialise
Exercicios 5-6
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Informagodes gerais

* Grupos de 3/4 alunos

* Na 1 aula pratica ( 21/03) trazer a
primeira pagina da declarag¢ao sobre
seguranca em laboratdrio assinada.
Ler todo o documento e seguir as
recomendac¢des durante as aulas
praticas — imprescindivel para
participar da aula.

DECLARACAO

DECLARO, QUE LI ATENTAMENTE O DOCUMENTO “NOCOES
ELEMENTARES DE SEGURANCA PARA OS LABORA TORIOS DIDATICOS
DO 10-USP”, DISPONIVEL NA PAGINA DA
GRADUCAO (www.ig.usp.br/graduacio) E NA PAGINA "SEGURANCA NO
IQ_USP (http://www3.iq.usp.br/paginas_view .php?idPagina=1083).

COMPROMETO-ME A SEGUIR, INCONDICIONALMENTE,
AS RECOMENDACOES DO DOCUMENTO ACIMA E APRESENTAR-ME
PARA QUALQUER ATIVIDADE DENTRO DOS RECINTOS
LABORATORIAIS DESTE INSTITUTO, OBSERVANDO RIGOROSAMENTE
TODOS OS ITENS DO DOCUMENTO ACIMA.

EM CASO DA NAO OBSERVANCIA DOS ITENS 06. 07. 08, 09. 10 E
14 DO REFERIDO DOCUMENTO, ENTENDO QUE NAO
PODEREI PERMANECER NO RECINTO DOS EXPERIMENTOS.

NOME LEGIVEL:

CODIGO USP:

E-MAIL:

CODIGO DA DISCIPLINA: PERIODO:

Sao Paulo, __ de de

ASSINATURA
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Planejamento:

Revisao do uso de pipetadores
Pratica 1 — Lise de células de levedura
Pratica 2 - Dosagem de proteinas totais presentes no lisado




Planejamento Pratica 1
Uso de pipetadores
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Planejamento Pratica 1
Uso de pipetadores




Planejamento Pratica 1

Saccharomyces cerevisiae

Eucarioto — fungo unicelular
possui parede celular e membrana
plasmatica.

(~5 um diametro)

Ferramenta biotecnologica por séculos
(vinho, cerveja, pao, biocombustives, etc)
Fermentacao

~1g S. cerevisiae/grupo



Obtencao de Lisado de S. Cerevisiae

Por lise mecanica com pérolas de vidro
Obijetivo: lisar parede celular e membrana plasmatica

sma membrane

o= gltcosﬁase

ISOI'IIB

Cytosolu

Glucomannoproteins
B-(1,6)-glucan
B+41,3)-glucan
Entrapped mannoproteins
Chitin

Plasma membrane

Cytosol
Chitin is B-(1,4)-poly-N-acetylglucosamine

“Vortexing” com
pérolas de vidro



Obtencao de Lisado de S. Cerevisiae

Por lise mecanica com pérolas de vidro
Obijetivo: lisar parede celular e membrana plasmatica

Importante:
Gelo
Inibidores de proteases

Centrifugacao: Separacao de células
integras, debris de tecidos



Obtencao de Lisado de S. Cerevisiae
Centrifugacéao:

Separacao de células integras, debris de tecidos do sobrenadante contendo as
biomoléculas de interesse (carboidratos, proteinas).

Centrifugacao-usa forca centrifuga
para separar e purificar misturas de
particulas biolégicas em um meio

v liquido

Forca centrifuga vai sedimentar
particulas mais densas




1 g S. cerevisae

Procedimento 4 mL tampao 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 voértex

8 mL de pérolas de vidro

\4

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

|

Centrifugar (850 g, 2 min).

Repetir mais 4 x

Remover o sobrenadante l I 1
para um novo tubo falcoﬂisado Precipitado contendo as pérolas de vidro
— 4 mL tampao de lise
_ (gelo) 40 uL PMSF
Centrifugar 4

(17 000 g, 5 min). Agitar em vortex por 1 min

_ —— Repetir mais 4 x
Banho de gelo por 1 min

Transferir para novo tubo
falcon, medir volume e

Centrifugar (850 g, 2 min).
dividir em 3 aliquotas gar | & )

. Coletar o sobrenadante para o tubo lisado
Identificar os tubos com o

numero do grupo e congelar



| CH, CH,
R CH

O H
Amino- Carboxyl-
terminal end terminal end

A quantificacdo de uma proteina atraves de espectrofotometria
se baseia nas propriedades de absorcao de luz:

1. da ligacdo peptidica (210-220 nm)

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

3. de produtos coloridos resultantes de reagdes entre a proteina
¢ compostos quimicos especificos (400-700 nm)



Absorcao de luz UV

Cadeias laterais contendo aromaticos absorvem luz em 280nm.
Assim, a absorbancia de uma proteina dependera do seu conteudo
de Tyr, Phe e Trp.

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

Desvantagem:

a) compostos que absorvem na regiao de luz UV podem interferir na
quantificacao.

b) A diferenca de conteido de aminoacidos aromaticos entre o padrao
¢ a amostra pode introduzir erros na quantificacao.



Coloracao com Ag"

Baseado na capacidade de ligagao de proteinas a ions
Ag+, formando um complexo que absorve em 420nm.
Detecta até nanogramas de proteina.

Muito sensivel para gel de SDS page! S
0 ~

" (A9) MARRON

N 5/

CH,

Desvantagem:
sais, grupos tiol € detergentes interferem na reacao.



Reacado de Biureto

Basela-se em uma reacao entre CuSO, € 0os grupos amino
da ligacao peptidica em mei1o alcalino. Portanto, ¢ um
metodo especifico para proteinas. O produto desta reacao
(um cation Cu*? coordenado com 4 grupos amino)

absorve em 540nm.
| I

O = CcC=0

N HO

HN : NH

P T N . -
R—CH | HC—R

| ol | v L U U
0= =0 + -
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HN ' NH

/OH0 N\
R —CH HC—R

Desvantagens: a) baixa sensibilidade (- 1 mg prot)
b) somente para proteinas simples



Reagente de Folin-Ciocalteu — Méetodo de Lowry
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(Read at 750 nm)

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 ion Cu*formado reduz uma mistura de acidos fosfotungstico e fosfomolibdico (reagente
de Folin) formando tunsgtato e molibdato, os quais absorvem em 720 — 750nm.



Meétodo de BCA (bicinchonic acid)

O o]

peptide bonds of protein first e | A | R

. l/’C\ |/’C\ I/
reduce cupric 1on (Cu2+) to : N NG
(Cut) complex in alkaline H H| H H
medlum. Peptide bond 5 OH" Tetradentate

¥ g »~ out complex

The cuprous
. . H H H H H
ion complex then reacts with ! . 1]
BCA (2 molecules per Cu+ ion) e I IS

to form an intense
purple color that can be
measured at 562 nm.

O==0

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 proteina
formando um produto fluorescente

. Desta forma, trata-se de um método
extremamente sensivel (pmoles).

Desvantagem: qualquer grupo amino pode reagir com a
fluorescamina. Portanto, o método nao € especifico para proteinas.

Fluorescamine Fluorophor



Reagente de Bradford
(Comassie Brilliant Blue G-250)

Comassie forma complexos com proteinas por meio de interagdes 10nicas com
aminoacidos basicos (arginina, lisina e histidina) além de sofrer interagoes
de van der Waals e hidrofobicas (aminoacidos aromaticos).

A formacdo do complexo proteina-CBBG altera o espectro de absor¢ao do
corante, mudando o seu maximo de absor¢ao de 465 nm para 595 nm.

CHy H,C

C.H;
el S e
@ -
Basicand  NaO, 5 SO,
aromatic
side chalns
Coomassie G-250

NH » Protein-dye complex

v

I\?}h | A . =585 nm



Reagente de Bradford
(Comassie Brilliant Blue G-250)

CH, HsC
a CZHS 3
| H,
c-N C N—C

+*Na-0,S SOg~
:NH
OC,H;
b OH- OH-
_ PN PN _
Anion —— Neutral —— Cation
H* H+
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(595 nm) (650 nm) (470 nm)



Dosagem de proteinas — Reagente de Bradford

Lisado bruto 'o.:
contém: : |
Proteinas ; !:
Lipideos v

Carboidratos (acucares redutores)
Acidos nucleicos

Determinar mg proteinas /mL do lisado



Estratégia para dosagem de proteinas no lisado das células
de levedura

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

- Medida direta da Abs em 220 (ligacOes peptidicas), ou 280 nm (aminodacidos
aromaticos)?

- Métodos indiretos — Biureto
- BCA
- Bradford

Consideracoes:

Minha proteina esta pura ? Pureza — interferentes proteicos e nao proteicos
Tenho concentracao suficiente? Concentracao — faixa linear

Tenho um padrao da proteina? Padrao — Ou entao sera determinado em equivalentes
de BSA




Interferentes nao proteicos

Table 1. Substances compatible with Thermo Scientific™ Pierce™ protein assays and the Qubit Protein BR Assay.

Pierce

Pierce Pierce Pierce Pierce Detergent Pierce Qubit

Rapid Pierce Microplate Micro Modified Compatible | Coomassie | Pierce Pierce Protein
Test compound Gold BCA | BCA BCA-RAC* BCA Lowry Bradford Plus Coomassie | 660 nm BR Assay
2D sample buffer! NA NA NA NA NA NA NA NA Undiluted** | NA
2-mercaptoethanol @ 0.01% 25 mM (35) 1mM 1 mM 1M 1M 1M 1M 1mM
ACES, pH 7.8 25 mM 25 mM @ 10 mM NA NA 100 mM 100 mM 50 mM NA
Acetone 10% 10% Q@ 1% 10% 10% 10% 10% 50% NA
Acetonitrile 10% 10% 30% 1% 10% 10% 10% 10% 50% 20%
Ammonium sulfate 1% © Q@ Q@ © 1™ 1™ 1™ 126 mM 200 mM
Aprotinin 10 mg/L 10 mg/L %) 1 mg/L 10 mg/L 10 mg/mL 10 mg/L 10 mg/L 2 mM NA
Ascorbic acid NA @ NA @ 1mM 50 mM 50 mM 50 mM 500 mM NA
Asparagine NA 1 mM @ NA 5mM NA 10 mM 10 mM 40 mM NA
Bicine 20 mM 20 mM 1 mM “ 2mM NA [ 100 mM . 100 mM 100 mM >1M 100 mM
Bis-Tris, pH 6.5 NA 33 mM 16.5 mM 0.2mM NA 100 mM 100 mM 100 mM 50 mM NA
Borate (50 mM), pH 8.5 | Undiluted Undiluted | @ 1:4 NA Undiluted Undiluted Undiluted Undiluted Undiluted
B-PER reagent Undiluted Undiluted | 1:3 NA NA Undiluted 1:2 1:2 1:2 Undiluted
B-PER reagent |l NA NA 1:4 NA NA NA 1:4 NA 132 Undiluted
B-PER reagent PBS NA NA 1:4 NA NA Undiluted NA NA 1:2 Undiluted
Brij-35 5% 5% 0.63% 5% 0.031% 1% 0.062% 0.125% 5% NA
Brij-56 NA 1% NA 1% 0.062% NA 0.031% 0.031% NA NA
Brij-58 1% 1% 0.50% 1% 0.062% 1% 0.016% 0.031% 5% NA
ggf:&pﬁjgﬂ)b'“e in g %) %) o % NA %) o 0.031% NA
salthveieide i 10 mM omM | 1mM 10mM | NA 10 mM 10 mM 10 mM 0mM | NA
TBS, pH 7.2)
Cesium bicarbonate NA 100 mM ) 100 mM 50 mM NA 100 mM 100 mM 100 mM NA
Cetylpyridinium chloride 7 NA NA ‘ NA NA NA NA . NA NA 2.5%** NA
CHAPS 5% 5% 10% (10) 1% 0.062% 5% 5% 5% 5% 5%
CHAPSO 5% 5% Q@ 5% 0.031% 5% 5% 5% 4% NA
CHES 100 mM 100 mM 50 mM 100 mM NA NA 100 mM 100 mM >500 mM NA
Sfibfg)cmo”de (NTBS. | ogmM | 08mM | 0.4mM o NA NA 10 mM 10 mM 20 mM NA




método Faixa linear Interferentes

Bradford

BCA

Lowry

Standard protocol: Sample-to-reagent ratio:
1:50
100-1,500 pg/mL (20 pL)

Standard protocol: 20-2,000 pg/mL (50 pL)

Standard protocol: 1-1,500 pg/mL

e Detergents

eReducing sugars and
reducing agents

e Thiols

e Copper-chelating agents

e Ascorbic acid and uric acid
e Tyrosine, cysteine, and
tryptophan

e 50 mM imidazole

eDetergents (cause
precipitation)

eThiols, disulfides
eCopper-chelating reagents
Carbohydrates including
hexosamines and their N-
acetyl derivatives
eGlycerol, Tris, tricine, K*
ions



A escolha do Padrao
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Figure 24. Typical color response curves for the test tube procedure
of the Pierce 660 nm Protein Assay Reagent. The linear detection
ranges are 25-2,000 ug/mL for BSA and 50-2,000 ug/mL for BGG. The
average absorbance for the blank replicates (control) was subtracted from
the absorbance for individual standard replicates.



Estratégia para dosagem de proteinas no lisado das células
de levedura

Proteinas +

- .
Corante (CBG) Complexo Colorido

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



LEI DE BOUGER-LAMBERT-BEER

log |<|>_ = eXCX]|

[Absorbé‘mcianm =€ym XCX| J

e,m = coeficiente de absor¢dao molar

(caracteristico da molécula; unidades = M-'. cm!
¢ = CONCENtracao Molar (M)
[ = caminho percorrido pela luz (caminho otico) em
[ = luz “recuperada”
[,= luz incidente



ESPECTROFOTOMETRO & LEITOR DE PLACAS

Collimator Wavelength Selector Detector
(Lens) (Slit) (Photocell)
— | — Q<I B 0-20 IR
W
Digital Display
Light source Maonochromator Sample or Meter
(Prism or Grating) Solution

(in Cuvette)



Curva padrao para dosagem de proteinas com
Reagente de Bradford (Comassie Blue G)

Diferentes massas de proteina

!

Corante

!

Absorbancia (595 nm)

!

Abs 595nm

|-
|

Concentragao de proteinas totais (mg/mL)



Dosagem das Proteinas presentes no lisado

Dosagem de proteinas — Reagente de Bradford
A) Diluir a amostra

Nao se pode extrapolar uma concentracao acima ou abaixo do maior
ou menor ponto linear da curva de calibracao.

Diluicoes sao muito importantes para uma amostra desconhecida —
para dosar na faixa linear

uisdo —TAgis )

100 uL 900
100 uL do 10x 400
100 uL do 10x 900




A importancia da diluicao

— a absorbancia da amostra precisa cair dentro dos limites da curva de calibracao —
fazemos varias “tentativas na forma de diluicoes”

Diluicao prévia: Nao sabemos a concentracao de proteinas no lisado.

Mas: Supor concentracdo de proteinas no lisado é 0.5 mg/mL Lisado inicial
0.5 mg/mL

Y

100 ul lisado
900 ul agua (10 x)

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

Concentracdo € 0.05 mg/mL  Concentracdo € 0.005 mg/mL

Homogeneizagao é essencial!!!



Dosagem das Proteinas presentes no lisado

Dosagem de proteinas — Reagente de Bradford

B) COHStI'llQENIO da curva padréo Concentragoes crescentes de albumina
microtubo BSA (uL) H,O (uL) XfLI;Jme final
1 50 ul solucao 150 200
estoque (2 mg/mL)
2 40 ul solucao 160 400
estoque (2 mg/mL)
3 200 uL dotubo 2 200 400
4 200 uL do tubo 3 200 400
5 200 uL do tubo 4 200 400
6 200 uL do tubo 5 200 400

Branco - 200 200



Dosagem das Proteinas presentes no lisado

Reagente de Bradford
Transferir 10 uL da curva ou dilui¢Oes da amostra para uma microplaca

em triplicata

T O MmN w >

1

1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

1

2

3

1

2

3

L10X L10X L10X

L50X 50X L50X

L100X L100X L100X

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 Proteinas presentes no lisado

A importancia da reprodutibilidade

1) Sempre homogeneizar as amostras antes de cada diluicao
2) Pipetar com muito cuidado

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




Dosagem das Proteinas presentes no lisado

A atividade no laboratdrio serd considerada realizada se:
1) Construcdo da curva padrao — precisa ser linear

Plotar o valor de Abs versus a concentracao de albumina e obter o grafico e equacao da
reta, relacionando a Abs a 595 nm com a quantidade de proteina.

2) Foto da absorbancia das diluicdes - Uma ou mais diluicdes do lisado precisam ter abs
dentro dos limites da curva de calibracao

concentracdo (mg/mL)
0.18
0.16
0.14

©
©
N

hsorbAncia

0.08 ABS
<006 44— — Linear (ABS)
0.04
005 y=x+0.05
. Rf=

0 0.05 0.1 0.15

concentragdo (mg/mL)



Lembretes finais:

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

-Uso de avental é obrigatério no laboratdrio e o uso de sandalias, shorts é proibido.
-Trazer sempre a apostila de praticas inteira e completar as tabelas durante as

praticas (caderno de laboratdrio) as quais devem ser apresentadas ao professor
antes de deixarem o laboratorio.

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

-Rever calculos de solucdes, diluicdes e Eq. da reta.

- Trazer a primeira pagina da declaracao sobre segurancaa em laboratorio assinada.



Referéncias

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

Krystal et al. (1985). Anal. Biochemistry 148, 451 — 460 (prata)

M. M. Bradford (1976). Anal. Biochemistry 72, 248 — 254
(Comassie Blue)

G. L. Peterson (1979). Anal. Biochemistry 100, 201 — 220
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H. Ahmed (2005). Principles and reactions of protein extraction,
purification and characterization (todos os métodos)



