QBQ1453 — Bioquimica Experimental 2023

Exercicios dosagem de proteina e atividade enzimatica

1.

Proteinas podem ser detectadas diretamente por espectrofotometria de UV-Vis. Quais
comprimentos de onda podem ser utilizados para isso e quais 0os grupos quimicos
envolvidos?

A seguinte tabela mostra os dados obtidos em um ensaio de bradford, utilizando uma
curva padrdo de albumina e duas amostras (A e B), obtidas a partir de duas marcas
diferentes de leite. Foram utilizados 0,2mL de cada amostra no ensaio. Determine a
concentragdo de proteinas nas duas marcas de leite, em gramas por litro.

Amostra (mg) Abs 1 Abs 2 Abs 3

0 0,059 0,072 0
1,5 0,557 0,499 0,558
1,25 0,441 0,460 0,432
1,0 0,348 0,474 0,324
0,75 0,300 0,240 0,291
0,5 0,205 0,249 0,227
0,25 0,108 0,113 0,110
0,125 0,052 0,044 0,073
Amostra A 0,526 0,550 0,489
Amostra B 0,193 0,272 0,331

Como é preparada a curva padrao para as medidas de atividade enzimatica?

Para o ensaio de atividade da alfa-glicosidase, por que é necessario incubar a reagdo a
30 °C? Por que é necessario coletar diferentes amostras com tempos de incubacao
diferentes?

(peso 4) Vocé preparou lisados a partir de diferentes linhagens de levedura. Em todas
as amostras, vocé usou 5 g de células e obteve 10 mL de lisado. Esses lisados foram
utilizados para ensaios enzimdaticos, empregando p-nitrofenil a-glicosideo (pNPaGlc)
como substrato. Foram obtidos os resultados que se seguem. Paralelamente, uma Curva
Padrdo de p-nitrofenolato foi obtida:



inhacem | diluicto | oo | ML | ML | Abs 420 | Abs 420 | Abs 420 | Abs 420
& ¢ d;f;‘id‘; agua | pNPogle [ 15min | 30min | 45min | 60 min
A 100x | 100 | 100 200 0,050 | 0,100 | 0,150 | 0,200
B 50x 20 | 180 200 0,080 | 0,160 | 0,240 | 0,320
c 8x 50 | 150 200 0,250 | 0,500 | 0,750 1,000
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As mesmas amostras foram submetidas a determinacgdo de proteinas com o reagente
de Bradford, obtendo-se os dados a seguir. Confeccionou-se também uma curva padrao
usando albumina.

ul Reagente
linhagem | diluigdo | lisado ,“L Bradford ?Sh;]jlj'lgs
diluido | *&" | (mL)
A 20x 100 0 1 0,265
B 50x 20 80 1 0,320
C 10x 50 50 1 0,550
0
0.84
w 0.64
2
a
< 0.44
0.2 RZ:1
slope: 0.040
y intercept when x=0 : -0.010
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a) Calcule a concentracgdo de atividade enzimatica no lisado de cada uma das linhagens
de levedura.

b) Calcule a atividade enzimatica obtida por grama de células.

c) Calcule a concentragdo de proteina em cada um dos lisados e a atividade especifica
de cada uma das amostra.

d) Se o préprio lisado for utilizado industrialmente como fonte de enzima, qual das
linhagens é melhor para produzir essa enzima em larga escala? Justifique as suas
respostas.



