




Conteúdo de aminoácidos
Hidrólise total de peptídeos e proteínas
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Separação, Análise, Identificação e Caracterização









Métodos espectrofotométricos diretos são restritos:

Métodos espectrofotométricos indiretos

- à absorção na região de ~230 nm (ligação peptídica) 
(grande interferência de constituintes celulares). 

- à absorção na região de ~280 nm (resíduos aromáticos)
proporções de Tyr e Trp variam nas diferentes proteínas. (A280= 1 (cubeta 1 cm) ~ 1mg/ml); interferência
de contaminantes, principalmente RNA e DNA (A260 nm).
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Proteínas e espectroscopia UV-Vis

- a proteínas com grupos prostéticos/coenzimas que  
absorvem no uv-vis.  

- baseados na absorção de luz visível são gerais e empregados para dosar proteínas em lisados de 
células e tecidos.



Métodos indiretos para dosar proteínas 

- Baseados na absorção de luz visível por produtos 
resultantes da interação de proteínas com compostos 
químicos.

Método do biureto
- Baseia-se na reação em meio fortemente alcalino entre íons de
Cu(II) e os grupos amídicos da ligação peptídica (540 nm).

Baixa sensibilidade: detecta [ ]s ≥ 1 mg/ml 

540 nm

Augusto_21

Método de Folin-Ciocalteu
- Baseia-se na redução de íons de Cu+2 pelos amino ácidos aromáticos e reação dos íons de Cu(I) resultantes 
com uma mistura de fosfotungstato e fosfomolíbdato formando complexos que absorvem na região de 660-700 
nm. Boa sensibilidade: detecta [ ]s ≥ 10 g/ml

Desvantagem: pouca especificidade detecta poder redutor, não especificamente proteínas; no caso delas a 
intensidade depende do conteúdo de resíduos aromáticos; tióis são interferentes.



Métodos indiretos para dosar proteínas 
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proteina  5 µg/ml

Método de Bradford (Commassie brilliant blue G)
-Corante forma complexos com proteínas principalmente
por meio de interações iônicas com amino ácidos básicos 
(Lys e Arg) que absorvem luz a de 595 nm (enquanto o 
reagente absorve a 469 nm).  

Solução:

proteína  5 ng

Revelar proteínas em géis

Desvantagem: intensidade depende do conteúdo de resíduos de Lys e Arg. Usualmente, a proteína 
empregada para obter a curva padrão é a albumina de soro bovino.

469 nm 595 nm












































