DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE PROTEINAS DA CLARA DO OVO

A deteccdo e quantificacdo de uma proteina através de espectrofotometria se baseia nas
propriedades de absorcdo de luz: 1) da ligacdo peptidica ; 2)de grupos presentes nas cadeias
laterais dos aminoacidos que a constituem ; 3) de produtos coloridos resultantes de reacdes entre
a proteina e compostos quimicos especificos

Método “principio™ interferentes observaciio

Compleso entre Cu2 ¢ ligacio Sulfato de amémio, lipideos, amido,

Biureto peptidica absorve em 340mm lactose, a.lmnoac;ihﬁ livres (His, Ser, Baixa sensibilidade (mg)
Complexo entre o corante
Bradford Comassie Blue G-250 e cadelas Uréia (= 45g/L). detergentes (Trton “Boa" sensibilidade (ug)
‘ laterais de Lys, Arg, Tyr. e Tip X-100 & SDS) e lipideos Rapida execucdo (muin)
absorve em 595 nm
“Boa” sensibilidade (ug)
. - ) Rapida execucdo (min)
Absorbancia UV Cadeias lateraisde Trp. Phe e Tyr Amincacidos livres (Trp, Phe e Tyr) E preciso conhecer a composicdo de ammoacidos da proteina para calcular &

)
aborvem em 28(nm (coeficiente de extingdo molar)

Ideal para protemas punificadas

Referéncia: Zaia er al., 1998. Quimica Nova 21(6), 787 - 793

Objetivos:

Determinar o teor de proteinas numa amostra de clara de ovo

Materiais:

a) Espectrofotbmetro;

b) Solugdes-padrdo de proteina conhecida (BSA - soro albumina bovina)
c) Baldo de 10 ml;

d) Pipetasde5ml,2mle 1 ml;

e) Proveta de 25 ml;

f) Tubos de ensaio (10);

g) Grade para tubos.

Reagentes:
Solugdo padrdo de BSA (50 pug/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml);

Reagente de Bradford (1976) — fornecido pronto para uso. Abaixo esta a receita do preparo do reagente:

1.1.1. Preparo do Reagente de Bradford

O reagente foi preparado pela dissolugdo completa de 100 mg de Azul de Coomassie G-250
(Biochemical) em 50 mL de metanol 95 %. A seguir, foram adicionados 100 mL de &cido fosforico 85 %.
O frasco foi fechado e mantido em repouso no escuro, por 24 h. O volume da solucéo foi ajustado para 1 L
com agua deionizada e deixado em repouso por mais 24 h, no escuro. Entdo, a solucgdo foi filtrada por 2
vezes, até obter uma coloragdo de cha, e armazenada em geladeira, em vidro &mbar envolto em papel
aluminio.

Procedimento:



a) Ligue o espectrofotdmetro segundo as instrucdes constantes do aparelho.

b) Ajuste o aparelho para o comprimento de onda de 595 nm.Ajuste o aparelho para A=0 (zero). Prepare
as solucdes de albumina e adicione o reagente de Bradford em tubos de ensaio conforme descrito na
tabela 1. Deixar em repouso por 5 minutos. Fazer a leitura a 595 nm, usando o tubo 1 (branco) para

zerar o aparelho.

Tabela 1: curva padréo de proteina

< BSA - Proteina Reagente de Leitura de Abs | Massa de proteina
Tubo  [BSA (mg/l) | Agua padréo (ml) Brgdford 595 nm ( mg)
1 (branco) | - 0,5ml 5ml
2 50 - 0,5 ml 5ml
3 100 - 0,5 ml 5ml
4 200 - 0,5 ml 5ml
5 300 - 0,5ml 5ml

c) Em seguida use a amostra de clara de ovo que foi fornecida. Essa serd a amostra 1. Essa amostra foi
previamente diluida em 100 vezes.

d) Dilua5 ml da amostra 1 para um volume final de 10 ml, em baldo volumétrico. Essa serd a amostra 2.

e) Colocar 1 ml da amostra 1 em um baldo volumétrico de 5 ml e agitar (essa sera a amostra 3).

f) Colocar 1 ml da amostra 1 em um baldo volumétrico de 10 ml e agitar (essa sera a amostra 4).

g) Retirar 0,5 ml de cada uma das amostras e adicionar 5 ml do reagente de Bradford, Deixar em
repouso por 5 minutos e Fazer a leitura a 595 nm, usando o tubo 1 (branco) para zerar o aparelho.
Determine a absorbancia das amostras usando a curva padréo.

Resultados e discussao

A)Anote no quadro a seguir os valores das absorbancias de seus padrdes:

Tabela 2:Dosagem de proteina nas amostras:

amostra Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3 Amostra 4 Reagente de Bradford AS95 nm Co?rg]z?rt:]?;;ao
1 0,5 ml 5mi
2 0,5ml 5ml
3 0,5ml 5mi
4 0,5 ml 5mi

B) Construa um grafico relacionando a concentracdo molar das solu¢des padrdo com os respectivos
valores de absorbancia e determine a equacéo de regressao da reta obtida.

C) Calcule por meio do gréfico e da equacdo a concentracdo da amostra desconhecida.

D) Por que se deve usar um definido comprimento de onda e ndo apenas luz branca numa

analise deste

tipo?




