AMINOACIDOS, PEPTIDEOS E PROTEINAS —- EXPERIMENTAL

OBJETIVOS: Saber diferenciar entre aminoacidos livres e proteinas. Conhecer os fatores que
causam a desnaturagdo de uma proteina. Saber diferenciar a concentracdo de uma proteina em
uma amostra.

EXPERIMENTAL:
Materiais:

a) Clara do ovo hidrolisada : 1 mL de clara de ovo ; adicione cuidadosamente 1 mL de
acido nitrico concentrado em cada tubo ; aqueca suavemente por 2—-3 minutos em
banho-maria; Apos esfriar, adicione lentamente 1 mL de NaOH 10% para neutralizar

b) Prepare uma solucao de clara de ovo (albumina) 1% (v/v) dissolvendo 1 mL de clara de
ovo em tampao fosfato 0,01 mol/L e avolumando com o tampao para 100 mL em baldo
volumétrico

¢) Glicina 1%

Reagentes:

a) Reativo do Biureto: Em 50 mL de agua destilada dissolver 0,15g de CuSO4 .5H2 O ¢
0,6g de sal de Rochelle (tartarato duplo de sddio e potassio KNaC4 H4 O6 .4H2 O).
Adicionar 30 mL de solugdo de NaOH 10% com agitacdo constante. Avolumar para 100
mL.

b) Ninhidrina: Dissolver 100 mg de ninhidrina em 100 mL de tampao fosfato 0,01 mol/L
(pH = 7,0). Conservar em frasco escuro na geladeira.

c) Preparo do Reagente de Bradford :Dissolver 100 mg de Coomassie G-250 em 50 mL de
etanol 95% (pode demorar, usar agitagdo magnética). Adicionar lentamente 100 mL de
acido fosforico 85% ( sempre acido sobre solvente, com agitagdo, usar EPI). Completar
o volume para 1 L. com agua destilada. Filtrar (papel de filtro Whatman n° 1 ou
membrana 0,45 pm) para remover particulas ndo dissolvidas. Armazenar em frasco
ambar a 4 °C. O reagente ¢ estavel por varios meses.

.Experimentos
1)Realizagdo do teste do Biureto
Procedimento

1. Separe 4 tubos de ensaio
Em cada tubo adicione 1 ml de amostra.

volume
Agua 1 ml
Glicina 1 ml
Peptideos (clara de ovo hidrolisada) 1 ml
Clara de ovo - albumina 1 ml

Adicione a cada tubo 1,0 mL do reativo de Biureto. Agite os tubos e aguarde 10 min.
Observe a cor.



Complexo formado entre o cobre II e peptideos ou proteinas.

Resultados:
cor Intensidade | explicagdo
da cor (++)
Agua
Glicina
Peptideos (clara de ovo hidrolisada)
Clara de ovo - albumina

2) Realizagdo do teste da Ninhidrina (grupo amina livre)
Procedimento:

1)Em tubos de ensaio adicione:

- 1 ml agua

- 1 ml de glicina

- 1 ml de peptideo

- 1 ml de clara de ovo diluida

2) Adicione 2 ml do reagente de ninhidrina em cada tubo
3) Leve os tubos em banho-maria fervente por 1 min

Observe a coloragdo desenvolvida
- Roxo ou azul-violaceo indica presenca de grupo amina livre
- Amostras de proteinas podem apresentar coloracdo menos intensa

Resultados:
cor Intensidade | explicagdo
da cor (++)
Agua
Glicina
Peptideo — clara de ovo hidrolisada
Proteina — albumina

3) Realizagdo do teste de Bradford

Procedimento:
Em tubos limpos, adicione: 300 uL. da amostra ou padrao; 3 mL do reagente de Bradford.

Espere S minutos.



Resultados:

cor Intensidade | explicagdo
da cor (++)

Agua

Glicina

Peptideo — clara de ovo hidrolisada

Proteina — albumina

Discussiao com foco em Engenharia

¢ Por que a ninhidrina ¢ util em cromatografia de aminoacidos e no monitoramento de
hidrolises proteicas?

e Como a reagdo xantoproteica pode indicar a presenca de residuos aromaticos em
biomateriais ou firmacos?

¢ Relevancia em processos fermentativos: controle da liberagcdo de aminoacidos ou da
hidrélise enzimatica.

e Discutir limitagdes analiticas e necessidade de testes quantitativos complementares (ex:
espectrofotometria).

Aplicacées praticas em Engenharia
Area de Engenharia Aplicacio

Produgdo de aminoacidos saborizantes (ex: glutamato);

Engenharia de Alimentos avaliacdo da qualidade proteica de ingredientes fermentados

Engenharia Controle da degradagdo proteica em biorreatores, fermentacao
Quimica/Biotecnoldgica submersa e em estado solido

Monitoramento de efluentes fermentativos quanto a carga

E haria Ambiental . .. .
ngenharia Ambienta nitrogenada (aminoacidos livres)

Producdo de precursores bioativos via fermentagao (triptofano

Engenharia Farmacéutica :
— serotonina, por exemplo)



