QBQ1453 - Bioquimica Experimental

Dosagem de proteinas e de atividade enzimatica

Nicolas Hoch



Purificacao de Proteinas
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Quantificacao direta de proteinas
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Meétodos indiretos: Reacao de Biureto

Basela-se em uma reacdo entre CuSO, e os grupos amino da
proteina em meio alcalino. E um método especifico para proteinas.
O produto desta rea¢ao (um cation Cu™ coordenado com 4 grupos
amino) absorve em A 540nm.
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Desvantagens: a) baixa sensibilidade (> 1 mg prot.)
b) somente para proteinas simples




Meétodos indiretos: BCA (bicinchoninic acid)
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Esse complexo cuproso reage
com o BCA (2 moleculas por 1on
cuproso) o qual pela sua vez
forma uma cor violeta que pode
ser medida a A 562 nm

sensibilidade 0.5 pg/mL.

Desvantagens:

alguns compostos como
fructose e lactose podem
interferir na leitura.

A coloracio nao se mantem
estavel por muito tempo.




Métodos indiretos: Bradford

Este corante forma complexos com proteinas por meio de
interagdes 10nicas com aminoacidos basicos e mteracdes de
van der Waals. A formacado do complexo proteina-CBBG altera
o espectro de absorcdo do corante, mudando o seu maximo de
absorcao de A 465 nm para 595 nm. <5 pug/mL.

Desvantagens:

a)o corante nao liga
igualmente em todas as
proteinas.

b)lipideos, fenois,
polissacarideos e  glicerol
interferem neste método.
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Como identificar a nossa enzima?

Enzimas sao catalisadores biolégicos.
Apresentam especificidade em relacio aos
produtos e reagentes

E+S -~ E+P

A presenca de uma enzima especifica pode ser
detectada através da ocorréncia da reacéo
(formagdo do produto a partir de substrato especifico)

Products
Substrate slightly as substrate binds ‘
{ Active site r

OV
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Substrate entering Enzyme/substrate Enzymelproducts Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Enzyme changes shape




Como quantificar a nossa enzima?

k
E+S —— E+P
v=Fk[E] [S]

Assim, se [S] ~ constante, a velocidade ¢ diretamente
proporcional a concentracao de enzima



Como determinar a velocidade da reacao?

V = A[P]/At
|P]

Qual V usar?

inclinagio = Ay/Ax tempo



Como determinar a velocidade da reacao?
v =k [E] [S]
Assim, se [S] ~ constante (1gual a inicial; muito S e pouca E

saturada), a velocidade ¢ diretamente proporcional a
concentracao de enzima

n Se menos de 5% de
[P] S for consumido,

podemos assumir
Vv ~ constante (v,)
tempo




Como determinar a velocidade da reacao?
Medida de velocidade inicial

Construir uma curva de [P] x tempo e verificar se é linear.

o o P

tempo tempo

varios tempos X 1 unico tempo



Como determinar a velocidade da reacao?

v=mx + b

-

m= inclinacdo = velocidade média

[P] y=mx+b

m= inclinacao= produto
produzido/tempo= Velocidade
inicial = Unidade enzimatica.

1 U de atividade enzimatica
corresponde a formacao de 1
tempo micromol de produto/min

1 U=1 pumol P/ min



Alfa-glicosidase
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Procedimento A - Curva-padrao de proteina

1. Adicionar em cada tubo de 1,5mL (eppendorf) os volumes de albumina e agua estipulados na
Tabela 1.

2. Adicionar o reagente de Bradford.
3. Fechar os tubos e homogeneizar em vortice
4. Aguardar 5 minutos com os tubos em temperatura ambiente
5. Transferir 200uL do branco e de cada uma das amostras para os pocinhos da placa
6. Ler as absorbancias a 595 nm.
7. Completar a Tabela 2.
8. Construir a curva-padrao para deteccdo de proteinas com reagente de Bradford.
Tabela 1
UbosS albumina | dgua | reagente de ;ZSSZIZ:
0,2 g/L (uL) | (uL) | Bradford (mL) tubos roteina (ug) Asos
branco 0 100 1,0 — hd
1 10 90 1,0
2 20 80 1,0 2
3 30 70 1,0 3
4 40 60 1,0 4
5 50 50 1,0 >
6 60 40 1,0 6
7 70 30 1,0 7
8 80 20 1,0 8




Procedimento B - Dosagem de proteinas no lisado de Saccharomyces cerevisiae

OBSERVACAO: para esse procedimento é necessario que o lisado seja diluido. Para isso segue o
procedimento para diluicao.
Diluicao 100X:
1. Transferir 0,1 mL do lisado para um tubo de ensaio grande identificado como L100X.
2. Adicionar 9,9 mL de agua destilada.
3. Homogeneizar em vortice.

1. Adicionar em cada tubo de 1,5 mL (eppendorf) os volumes de agua e amostras do lisado
(devidamente diluido) estipulados na Tabela 3.

2. Adicionar o reagente de Bradford.

3. Fechar os tubos e homogeneizar em vortice

4. Aguardar 5 minutos com os tubos em temperatura ambiente

5. Transferir 200uL do branco e de cada uma das amostras (em triplicata) para a placa

6. Ler as absorbancias a 595 nm.

7. Completar a Tabela 4.

OBSERVACAO: Caso a absorbancia das amostras experimentais esteja fora dos limites das
absorbancias obtidas na curva-padrao. Discuta com o professor ou monitor um novo valor

de diluicao.
Tabela 3 Tabela 4
L100X | H,O reagente de Asos Asos - Branco
branco - 100 1,0 Al
P T O A2
A3 30 | 70 1,0 A3
A4 20 80 1,0 A4




Procedimento A - Curva padrao de para-nitrofenolato (ja feito pelas técnicas)

g b WN -

Adicionar em cada tubo de ensaio os volumes de para-nitrofenol e agua estipulados na Tabela 5.

Adicionar o tampao bicarbonato, pH 11,0

Homogeneizar em vortice.

Transferir 200pL do branco e de cada uma das amostras para a placa de 96 pogos

Ler as absorbancias a 420 nm.

Completar a Tabela 6.

Tabela 5 Tabela 6
p-nitrofenol | H20 Tampé&o tubos | p-nitrofenolato Ao (ja
tubos 1 mM (uL) Bicarbonato (nmol) descontado o
(pL) (ml) (calcular) branco)
Branco 0 200 2 1 0,06

1 5 195 2 2 0,09
2 10 190 2 3 0,13
3 20 180 2 2 0.21
4 30 170 2 = 03
: s s | g
7 100 100 2 ; 8’2?
8 125 75 2 *
9 150 50 2 2 0,91
10 175 25 2 10 1,09
11 200 0 2 11 1,24




Procedimento B - Diluicdo do lisado de Saccharomyces cerevisiae

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Abaixo segue o procedimento sugerido para a diluicdo da preparaciao do lisado de
Saccharomyces cerevisiae.

1. Transferir 0,2 mL do lisado de Saccharomyces cerevisiae para um tubo identificado como L10X.

2. Adicionar 1,8 mL de agua destilada gelada.

3. Homogeneizar suavemente
(Esse tubo L10X so sera utilizado para obter as diluicdes - ndo usar para determinacao da atividade
enzimatica)

4. Transferir 0,4 mL de L10X para um novo tubo identificado como L50X.

5. Adicionar 1,6 mL de agua destilada gelada.

6. Homogeneizar suavemente

7. Transferir 0,5 mL de L50X para um novo tubo identificado como L200X.

8. Adicionar 1,5 mL de agua destilada gelada.

9. Transferir 0 ,4 mL de L200X para um novo tubo identificado como L1000X.

10. Adicionar 1 6 mL de agua destilada gelada.

11.Homogeneizar suavemente
12. Manter todos os tubos no gelo




Procedimento C - Determinacao da atividade da a-glicosidase

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Este procedimento deve ser feito para cada uma das diferentes diluicbes do lisado que foram
preparadas. Todos estes ensaios podem ser montados simultaneamente, iniciando o procedimento
sempre pela adicao do substrato. Somente quando todos os tubos ja tiverem recebido o substrato
devera ser iniciada a adicdo das diferentes diluicdes de lisado.

Al N

o N

10.

11.
12.

Preparar os tubos em banho de gelo.

Adicionar em cada tubo os volumes de NPaGlc estipulados na Tabela 7 e 8.

Adicionar em cada tubo o lisado devidamente diluido.

Transferir todos os tubos ao mesmo tempo para o banho a 30°C.

Incubar os tubos pelos intervalos de tempos indicados na Tabela 7.

Ao remover cada tubo, interromper a reacao enzimatica adicionando 2 mL de tampéao carbonato-
bicarbonato pH 11,0.

Agitar manualmente

Deixar os tubos em temperatura ambiente.

Uma vez que todos os tubos tenham sido retirados, transferir 200uL de cada branco e de cada
amostra para pocinhos da placa de 96 pocos.

Incluir um poco adicional com apenas 200ulL de agua para zerar o espectrofotometro (marcar esse
poco como “branco” no leitor de placas).

Ler a absorbancia a 420nm

Completar a Tabela 9.




Tabela 7

Basta preparar este tubo apenas uma unica vez, mesmo quando se trabalha com

diferentes diluicoes do lisado

. Lo Tempo de
tubos NPaGlc 4 mM Agua (mL) lisado diluido incubacao a 30°C
1 0,2 --- 0,2 5
2 0,2 --- 0,2 10
3 0,2 --- 0,2 15
4 0,2 0,2 20
Branco de Enzima --- 0,2 0,2 20
Tabela 8

tubo NPaGlc 4 mM Agua (mL) lisado diluido incu-Lea?épooadg{PC
(mL) (mL) (min)
Substrato 0,2 0,2 20
Tabela 9
L50x L200X L1000x
tubos Aaz0 As20 Aszo
1
2
3
4
Branco de Enzima
Branco de Substrato

Os brancos de enzima e de substrato devem ser somados para chegar a um valor
de “branco total” a ser subtraido das amostras.



Tratamento de Dados e Analise dos Resultados
PRATICA DE DOSAGEM DE PROTEINAS
PRATICA DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DO LISADO

INSTRUCOES:

1. Completar as tabelas com os resultados experimentais das duas praticas.

2. Construir a curva padrao que relaciona a quantidade de proteina (albumina) em
micrograma (pg/tubo) com a Absorbancia a 595 nm apés reacao com o reagente de
Bradford.

3. Construir a curva-padrao que relaciona a quantidade de p-nitrofenolato
(nmoles/tubo) com a Absorbancia a 420 nm, utilizando os valores da tabela 6.

4. Calcular a concentracdo de proteinas (mg/mL) no lisado de Saccharomyces
cerevisiae.

5. Construir o grafico do ensaio de atividade da o-glicosidase (nmols de produto x
tempo) para cada diluicido de lisado utilizada

6. Calcular a Concentracdo de Atividade Enzimatica (U/mL) e a Atividade especifica

(U/mg) do lisado de Saccharomyces cerevisiae.

1U = quantidade de enzima suficiente para converter 1 umol de substrato por minuto



tubos massa de DrGtE"II'IEi Ab5595
(ng)
1
2
3
4
5
¥
7
3

Equacdoderetaiy=ax + b

coeficiente angular = a

Interceptono eixoy = b

TABELA PARA O CALCULO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS NO LISADO DO
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Massa de proteina volume da Diluicio concentracdo
calculdada Concentracdo G do lisado original
tubos Asas o amostra previa 2
utilizando a curva- (mL) (mg,/mL) (x) (sem diluicdo)
padrdo (mqg) (mag/mL)
Al 0,10
A2 0,05
A3 0,03
A4 0,02
TABELA PARA O CALCULO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
L50x L200X L1000x
tubos | Tempo Agzp | produtof  Aasag produto] Asxn | produto
{min) {nmol) {nmol) {nmol)
1 5
2 10
3 15
4 20




