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Experimento 6

ESPECTROFOTOMETRIA E DOSAGEM DE PROTEINAS

Introducao

A espectrofotometria ¢ um método instrumental de analise de solu¢des que permite determinar
sua concentragio em fungdo de uma de suas propriedades, a absor¢do de luz. E um dos métodos
mais versateis e mais largamente utilizados em bioquimica e possui vantagens definitivas: ¢ um
método ndo destrutivo e que oferece seletividade, uma vez que cada composto tem um espectro
caracteristico; pode-se, assim, ter meios de determinar a concentragao de um tinico composto numa
solucdo, sem interferéncia dos demais, o que ¢ de grande valia, por exemplo, para monitorar a
concentragdo de uma determinada espécie numa mistura de reagdo; ¢, ainda, um método que
permite determinagdes de alta precisdo num curto espaco de tempo.

Conceitos Basicos

As moléculas existem em diferentes estados estaveis que correspondem a quantidades definidas
de energia. A energia de uma molécula ¢ devida a diversos tipos de movimentos: deslocamentos
eletronicos, vibragao de atomos, rotacao e translagdo da molécula. Nas transi¢des de um estado a
outro, as energias absorvidas ou liberadas variam de uma maneira quantizada (ndo existem estados
com teor de energia intermediario).

As diferencas entre os niveis energéticos ndo sao constantes:

E eletronicos > E vibracionais > E rotacionais



Quando uma molécula passa de um nivel energético E1 a um outro E2, ela absorve ou libera
radiagdo eletromagnética, de acordo com a equagao:

E=E2-El =hf=hc/A (1)
Onde:
h = constante de Planck
f= frequéncia da radiagcdo emitida ou absorvida
¢ = velocidade da luz no vacuo
A = comprimento de onda da radiagao

Uma onda luminosa ¢ constituida por um campo magnético e um elétrico oscilantes,
perpendiculares entre si e a dire¢do de propagacao da onda, conforme ilustra a figura abaixo:

| Direcdo de
propagacdo

A luz interage com a matéria primariamente através do campo elétrico; porém, nessas
interacdes ela atua como se fosse composta de pequenos corpusculos energéticos denominados
fotons ou quanta de luz. A absorcdo de luz ocorre quando a energia do foton (h) corresponde a
diferenca entre dois niveis energéticos numa molécula.

A separacao de um fluxo de radiagdes eletromagnéticas nos diferentes comprimentos de onda
(ou frequéncias) que o compdem da origem a um espectro, semelhante ao que ocorre com a luz
solar branca quando da formagdo de um arco-iris. O espectro eletromagnético, do qual a luz visivel
¢ apenas uma pequena parte, pode ser dividido em 5 grandes regides, conforme mostra a figura:
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As radiagdes de uso mais frequente em bioquimica estdo nas regides do ultravioleta e visivel. O
espectro de um determinado composto pode ser de emissdo ou de absor¢do. Os espectros de emissdo
podem ser obtidos submetendo-se a amostra a uma chama ou arco voltaico. Estes espectros
aparecem como um conjunto de bandas ou linhas brilhantes em um fundo escuro. Ja os espectros de
absor¢ao sdo obtidos interpondo-se a amostra em questao no trajeto da luz proveniente de uma fonte
luminosa. Desse modo, obtém-se um espectro colorido, continuo, interrompido por bandas escuras
que representam as radiacOes absorvidas pela amostra. Um espectro de absor¢ao pode ser
representado graficamente colocando-se a quantidade de luz absorvida em fun¢do do comprimento
de onda da radiagdo. A figura abaixo corresponde aos espectros de absor¢cdo dos aminodcidos
Tirosina, Triptofano e Fenilalanina, os quais, devido a presenga de grupamentos aromaticos em sua
estrutura, sdo responsaveis pelas propriedades de absorc¢ao das proteinas na regido do ultravioleta.
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Devido a natureza das moléculas que constituem o0s organismos Vivos, 0S Processos
fotobiologicos mais importantes ocorrem na regido da luz visivel. Na fotossintese, por exemplo, a
energia necessaria para reduzir um mol de gas carbonico a glicose, da ordem de 120 Kcal, ¢
proporcionada por uma radiacdo cujo comprimento de onda ¢ 680 nm; a visdo ¢ o resultado da
isomerizagdo do retineno pela acdo da luz visivel (380-800 nm), que desencadeia a excitagdo
nervosa.

A cor dos corpos ou substancias ¢ devida a recepgdo, na retina do globo ocular, das radiagdes
da luz solar branca que estes nao absorveram. Desse modo, a cor vermelha de uma solugdo ¢ devida
ao fato de que a substancia presente absorve todas as radia¢des do espectro visivel exceto aquelas
correspondentes a cor vermelha. Geralmente, o comprimento de onda ou cor que uma substancia

mais absorve corresponde a cor complementar a que ela apresenta, de acordo com o seguinte
diagrama:



Vermelho (640 nm)

Laoranja (600 nm) Violeta {420 nm)

Amarelo (590 nm) Azul (470 nm)

Verde {540 nm)

Desse modo, se uma solugdo ¢ vermelha, a cor que absorve com mais intensidade ¢ o verde; se
¢ amarela, absorve o violeta, e assim por diante. Como regra geral, quando se deseja medir a
concentracdo de uma solugcdo usando-se métodos espectrofotométricos deve-se escolher a cor,
correspondente a um comprimento de onda, que a substincia em questdo absorve com maior
intensidade.

A Lei de Lambert-Beer

Quando a luz atravessa uma solugdo, parte dela pode ser absorvida e, neste caso, a luz
transmitida terd menor intensidade. Lambert e Beer demonstraram que a relagdo entre a intensidade
da luz incidente, o, ¢ a intensidade da luz transmitida, , por um meio transparente de espessura b e
concentragdo c¢ ¢ dada por:

A=logly/l=ab.c

Onde a ¢ um coeficiente de proporcionalidade denominado coeficiente de extingdo, o qual ¢
caracteristico da espécie absorvente e varia com o comprimento de onda e o solvente empregado; A
¢ a absorbancia da solucao e /o ¢ a transmitancia da solu¢ao. Quando a concentracdo ¢ dada em
moles/litro, o coficiente de extincao ¢ denominado coeficiente de extingao molar (aM ou ) € quando
a concentracao ¢ dada em gramas/litro, ¢ denominado coeficiente de extingao especifico (as).

Algumas consideracdes sobre a Lei de Beer-Lambert:

1. A lei ¢ valida para as solucdes diluidas, uma vez que em solug¢des concentradas podem
ocorrer interagoes entre as moléculas do soluto, acarretando desvios na relacao linear entre a
absorbancia e a concentragdo. Além disso, concentragdes elevadas podem provocar
variacoes no indice de refragdo, o que também provocara desvios da lei.

2. A associagdo, a dissociagdo ou a reacdo entre as espécies absorventes e o solvente podem
provocar desvios na lei.

3. A instrumentagdo utilizada pode ser um fator de desvio da lei, uma vez que certos aparelhos
ndo fornecem um feixe de luz monocromatica.

4. Viarios parametros podem influir no espectro de absor¢do de uma substancia. Entre eles
tem-se: natureza do solvente, pH da solugdo, temperatura, forca id6nica da solucdo e/ou
presenca de contaminantes.

5. Se em uma solugao existem varios compostos que absorvem luz e ndo

interagem entre si, a absorbancia total da solucao ¢ dada pela somatoria das

absorbancias de cada um deles:



A =alb.cl +a2b.c2+....+anb.cn

Espectrofotometro ¢ o equipamento empregado para medir a absor¢do de luz em fun¢do do
comprimento de onda. E constituido por 4 partes basicas: uma fonte de luz (Iampada de Tungsténio
ou Deutério), um monocromador (prisma ou rede de difragdo), uma célula para conter a amostra
(cubeta) e um detector. A figura a seguir ¢ a representagdo esquematica de um espectrofotdometro:
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Os espectrofotometros, por possuirem duas fontes de luz, podem ser utilizados para medidas de
absor¢cdo de luz tanto na regido do ultravioleta (lampada de Deutério) quanto do visivel
(Tungsténio).

Procedimento Experimental
Métodos de dosagem de proteinas

D1) Espectro de absor¢io da albumina do soro bovino

O espectro de absor¢dao de uma solucao 1 mg.mL-1 de albumina bovina (BSA) sera tragado
automaticamente, na faixa de 220-320 nm, utilizando um espectrofotometro. A partir do espectro,
determine o coeficiente de extingdo molar dessa proteina, sabendo que o peso molecular do BSA ¢
66.000 Da. Faga essa determinac¢do durante a confecgao do relatorio.
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D2) Determinac¢ao da concentracio de proteina em uma amostra.

Sera empregado o método de dosagem de proteina descrito por Read & Northcote (Analytical
Biochemistry, 1981, 116:53 e Methods in Enzymology, 1983,91: 119). Cada grupo devera tracar
uma curva padrao, contendo pelo menos 5 pontos experimentais, empregando uma solugao padrao
de BSA 0,1 mg/mL. As concentracdes de proteina utilizadas para a curva padrao deverdo estar na
faixa de 1 a 20 g/mL. Simultaneamente, cada grupo determinara a concentragdo de proteina numa
amostra de BSA de concentracao desconhecida, fornecida pelo professor.

Para realizar a dosagem, prepare pelo menos 5 solugdes de BSA com concentragdes entre 2 e 20
g/mL e volume total de 1,0 mL, em 5 tubos de ensaio (Pega a ajuda do monitor quando for utilizar
as pipetas automaticas).

Prepare também um Branco, utilizando 1,0 mL de 4gua destilada em lugar da solug¢do de
proteina. Inclua ainda na sua bateria de tubos de ensaio um tubo contendo 1 mL de uma solugdo de
BSA de concentracdo desconhecida (fornecida pelo monitor). O procedimento a seguir serd feito
com todos os tubos preparados. Adicione (e agite em seguida) a cada tubo de ensaio 1,5 mL do
Reagente de Coomassie Blue pronto para uso (ver composicao abaixo), agite e deixe a mistura em
repouso a temperatura ambiente por 10 min. Finalmente, faga a leitura da absorbancia em 595 nm,
usando como branco o tubo 6 (ver tabela abaixo). As leituras deverdo ser efetuadas em até cerca de
30 minutos apds a preparagdo das misturas; caso contrario ocorrera precipitagdo do reagente nos
tubos, invalidando as dosagens. A tabela abaixo apresenta um protocolo tipico para esta dosagem
de proteina:



Tubo | Proteina no tubo Solugao estoque Agua Reagente A595
(ng) BSA (uL) (uL) (mL)
1 2 1,5
2
3
4
5 20
6 L 1000 1,5 Branco
7 Desconhecida 1,5
Questoes:

ATENCAO: Vocé recebera o Reagente de Coomassie Blue pronto para o uso. A solugio estoque do

corante (descrita na preparagdo) permanecera em poder do técnico responsavel. Caso necessite um
volume maior do reagente pronto, solicite ao técnico ou ao monitor.

1.Qual a concentracao da amostra desconhecida que foi fornecida para seu grupo? Nao se esqueca

de informar o niimero dessa amostra no relatorio.

2. Quais os principios do método de dosagem de proteinas proposto por Read & Northcote?







