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1. Objetivo (claro e sucinto)
Exemplo: Quantificar o conteldo total de proteinas no lisado de Saccharomyces

cerevisiae.

2. Procedimento experimental (Descrever a estratégia experimental. Nao
repetir exatamente o roteiro. Maximo 1 pagina.)

Exemplo: Para realizar a dosagem de proteinas presentes no lisado de S.
cerevisiae foi utilizado o método de Bradford. Para tanto, construiu-se uma curva
padrdao com albumina de soro bovino (Tabela 1). A absorbancia do complexo

entre o reagente de Bradford e proteinas foi medida em 595 nm.

Tabela 1. Proporcdes de albumina e do reagente de Bradford para a construcao

da curva padrao

Tubos Albumina Agua Reagente de
0,2g.L* (uL) Bradford (mL)

Branco 0 100 1,0

1 10 90 1,0

2 20 80 1,0

3 30 70 1,0

4 40 60 1,0

5 50 50 1,0

6 60 40 1,0

7 70 30 1,0

8 80 20 1,0

Além disso, diluiu-se o lisado 100X para entdo prosseguir com a dosagem
de proteinas em 100 (A1), 50 (A2), 30 (A3) e 20 (A4) uL da amostra de lisado



com adequacao do volume final para 100 ul. Para tanto utilizou-se 1,0 mL do

reagente de Bradford.

3. Resultados e Discusséo

(Esta é a parte mais importante do relatorio. Utilize tabelas e graficos para
expor os resultados. Discuta e analise criticamente os dados obtidos e
dificuldades observadas. Discuta os conceitos tedricos envolvidos de

modo a explicar os dados experimentais. Maximo 3 paginas)

Primeiramente foi feita a curva padrdo da absorbancia do reagente de
Bradford em fung&o da concentracdo de albumina (Tabela 2).

Tabela 2. Dados de absorbancia do Reagente de Bradford no lisado 1000X

Massa de Absorbancia
albumina (ug) 595 nm

2,0 0,052
4,0 0,098
5,0 0,125
8,0 0,210
10,0 0,245
12,0 0,303
14,0 0,365
16,0 0,390

Esses dados foram plotados no grafico representado na Figura 1 e foi feita
a regressao linear desses pontos para se obter uma equacdo de reta que
correlacione a absorbancia medida pelo espectrofotbmetro e a concentracao de
albumina. O coeficiente linear dessa equacdo apesar de diferente de zero

apresenta um valor baixo. A equacao obtida é a seguinte:

Absorbancia = 0,025*(massa de albumina) + 0,0018 (Eq.1)
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Figura 1. Curva de absorbancia do reagente de Bradford em funcdo da massa
de albumina (microgramas) seguindo os dados da tabela 2.

Em seguida, foram medidas as absorbancias das amostras Al, A2, A3 e
A4, e seus valores foram substituidos na equacdo 1 para encontrar a massa
correspondente, que foi multiplicada pelo fator de diluicAo para encontrar a

massa total de proteinas (Tabela 3).

Tabela 3. Dados de absorbancia das amostras Al, A2, A3 e A4 seguido de suas

respectivas concentracdes de proteina

Amostra Absorbancia Massa de Fator de Massa total

media proteina (ug) diluicdo de proteina (Q)
Al 0,302 12,01 1000 12,01
A2 0,148 5,85 2000 11,70
A3 0,085 3,33 3333 11,10
A4 0,062 2,41 5000 12,05

Observa-se que a quantidade total de proteinas presentes no lisado é de
11,72, resultado obtido através da media de Al, A2, A3 e A4. Entretanto,
observando a absorbancia média, as amostras Al, A2 e A4 apresentam valores
mais préximos a média quando comparado com A3. Essa discrepancia, por sua
vez, pode estar relacionada a maior incerteza associada a pipetagem de volumes
peguenos bem como, no caso de Al, a proximidade ao primeiro ponto da reta

da curva padrdo podendo estar condicionada ao limite de detec¢éo da técnica.



Dessa maneira, considerando apenas a média entre Al, A2 e A4 obtém-se uma
média de 11,92.

4. Concluséo (Maximo de 2 paragrafos. Conclus&o nao é resumo.)

A partir do ensaio de quantificacdo de proteinas pelo reagente de Bradford
e do lisado, as amostras de modo geral convergiram para um mesmo valor de
massa proteica. Mostra-se importante compreender esse fator para que em
praticas seguintes de medida de atividade enzimética se possa determinar o
conteudo proteico da amostra e dessa forma estimar a atividade especifica da

a-glicosidase.



