Bioquímica Experimental I - Experimentos 1 e 2

Proteínas – Separação e caracterização

Objetivos:

a) evidenciar a presença de proteínas por meio de reações de coloração e verificar a precipitação de proteínas com e sem desnaturação.

b) Separar as proteínas da clara do ovo pela solubilidade em água

Relação teórico-prática

Estrutura de proteínas

Fundamento

Reações de caracterização

As proteínas reagem com uma variedade de compostos, formando produtos coloridos . A maioria das reações de caracterização de proteínas ou aminoácidos se deve à presença de ligações ou grupos químicos específicos. Existem reações de coloração que são específicas para certos grupos funcionais( de aminoácidos encontrados nas proteínas, enquanto outras reações chamadas de gerais, caracterizam grupamentos comuns a todas as proteínas. Entre as reações consideradasgerais estão a reação do biureto, as quais caracterizam grupos amino e ligações peptídicas, respectivamente.

Reação da ninhidrina

Os grupos (-amino de aminoácidos livres, grupos amino terminais de peptídeos e proteínas, e grupo (-amino da lisina reagem com a ninhidrina formando um produto de cor violeta, quando a solução é aquecida. A intensidade da cor é proporcional à concentração de aminoácidos. Por esse motivo a técnica é utilizada para sua determinação quantitativa. Os iminoácidos (prolina e hidroxiprolina) formam produtos amarelos.
Reação de biureto

A reação do biureto se deve às ligações peptídicas, sendo positiva para peptídeos com mais de dois aminoácidos e proteínas. As proteínas ou peptídeos , quando tratados com uma solução de sulfato de cobre em meio alcalino, desenvolvem uma coloração lilás característica. A cor é atribuída à formação de um complexo de coordenação entre o Cu2+ e átomos de nitrogênio (provenientes de ligações peptídicas) de cadeias adjacentes que apresenta absorção máxima a 545 nm. A intensidade da cor é influenciada pela concentração de proteína. Uma solução de proteína apresentará matizes violeta; quando apresentar elevada concentração de peptídeos , a cor tenderá para o rosa. Os dipeptídeos dão reação negativa por apresentarem apenas uma ligação peptídica. O nome da reação é derivado do composto biureto o qual também dá reação positiva neste teste.
O biureto é o composto formado pelo aquecimento da uréia a 180 oC. Quando este composto é colocado em presença de uma solução de sulfato de cobre em meio fortemente alcalino, forma-se um composto azul. 
A sensibilidade do método é de 0,5 a 5 mg de proteína /ml.

Reação de precipitação

A solubilidade das proteínas é muito variável e depende da distribuição e da proporção dos grupos polares (hidrofílicos) e apolares (hidrofóbicos) na molécula. Fatores como o pH do meio, a concentração de sais e a constante dielétrica do solvente também afetam a solubilidade. 
Muitas proteínas são solúveis em água ou soluções salinas. Uma vez que as proteínas podem possuir muitos grupos carregados positivamente e negativamente provenientes das cadeias laterais dos aminoácidos, as moléculas podem interagir umas com as outras, com pequenos íons de cargas opostas e com a água. Assim, ocorrem interações proteína-proteína, proteína-água e proteína-pequenos íons. Se a interação proteína-proteína é grande e a interação proteína água é pequena, a proteína tenderá a ser insolúvel. Por outro lado, se a interação proteína-água é alta, a proteína tenderá a ser solúvel. Qualquer condição que altere estas interações poderá afetar a solubilidade das proteínas.

Materiais: 

a)Clara de ovo,

a) Erlenmeyers de 250 ml, 

b) proveta de 250 ml, 

c) funil de vidro, 

d) papel de filtro, 

e) bequer de 250 ml, 

f) bastão de vidro, 

g) pipetas de 2 ml, 

h) tubos de ensaio, 

i) conta-gotas,

Reagentes

Àcido nítrico concentrado, hidróxido de sódio a 20%, solução de tirosina

Procedimento

1)Tomar uma clara de ovo em um béquer. Retirar 5 ml com uma pipeta e diluir com 50 ml de água destilada. Agitar com um bastão. Deixar em repouso por alguns minutos. Observar e anotar os resultados

2) Filtrar um pouco do sobrenadante; recolher o filtrado em Erlenmeyer. Qual a fração solúvel em água?

3) Em um tubo de ensaio adicionar 2 ml da solução e em seguida 5 gotas de HNO3 concentrado. Observar e explicar o que ocorre quando se adiciona ácido à proteína.

4)Tomar um béquer com um pouco de água. Colocar o tubo em banho-maria e deixar ferver por 2 minutos. Observar e explicar as modificações.

5)Resfriar o material e cuidadosamente adicionar hidróxido de sódio em excesso. Observar e explicar o que ocorre.

Reação de ninhidrina

Tubo 1: 2 ml de ninhidrina  + 5 gotas de proteína, banho Maria fervente por 5 min, Anotar e explicar as modificações observadas.

 A solução de ninhidrina é preparada dissolvendo 100 mg do reagente em 100 ml de tampão fosfato 0,01 mol/l, pH 7,0. Conservar em frasco escuro e em geladeira.

Parte 2 – reação de coloração e precipitação
Objetivos:

a) Familiarizar o estudante com a técnica analítica da espectrofotometria.

b) Mostrar as etapas a serem seguidas numa determinação espectrofotométrica.

c) Elaborar curva de calibração e estabelecer a sensibilidade de um método espectrofotométrico

c) Separar as proteínas do leite por precipitação isoelétrica

d)Dosagem das proteínas

Relação teórico-prática

Estrutura de proteínas

Fundamento

Espectrofotometria


A espectrofotometria é uma técnica analítica que utiliza o espectro eletromagnético para determinar a concentração de espécies químicas. O espectro eletromagnético é um conjunto de ondas eletromagnéticas. Uma onda eletromagnética é composta por um campo elétrico e outro magnético, que se propagam perpendicularmente e com a mesma direção. Toda onda eletromagnética pode ser caracterizada por seu comprimento de onda ((), e por sua freqüência ((). O comprimento e a freqüência de uma onda estão relacionadas ao seu conteúdo energético. Quanto MENOR o comprimento de onda e MAIOR a freqüência de uma onda, MAIOR será a sua energia.


Na técnica de espectrofotometria, um feixe de luz atravessa uma solução ou material biológico contendo moléculas capazes absorver luz. Sendo assim, parte da luz incidente será absorvida, enquanto o restante atravessará a solução e será detectado pelo aparelho. Estimando-se a quantidade de luz absorvida, é possível estimar a concnetração do composto em solução. Inúmeras moléculas biológicas têm a propriedade de absorver luz, como citocromos, clorofilas, proteínas, DNA, etc. o que permite a sua quantificação por esta técnica. Normalmente, a absorção de luz por um composto ocorre em vários comprimentos de onda. Se for feira uma varredura, ou seja, a determinação da quantidade de luz absorvida em diversos comprimentos de onda para um determinado composto, observamos que há um comprimento de onda no qual a absorção é máxima. A faixa mais utilizada do espectro vai de 200 nm (ultravioleta) a 1000 nm (infravermelho). O espectro visível, ou seja, aquele que é percebido pelo olho humano (cores) vai de 380 a 750 nm.

Compostos que absorvem na faixa do visível são naturalmente coloridos, mas mesmo aqueles que não absorvem luz no visível podem ser indiretamente detectados por reações químicas específicas que gerem produtos coloridos. A espectrofotometria é indicada para determinar a concentração de solutos normalmente corados, como também os incolores mas passíveis de adquirir cor mediante o emprego ajustado de certos reativos.

A espectrofotometria é uma técnica quantitativa, que permite relacionar a quantidade de luz absorvida com a concentração da amostra. A medida da absorção de luz é dada pela ABSORBANCIA (A), que é definida como:

A= log Io

            It

Io= intensidade de luz incidente

It = intensidade de luz transmitida

Esta medida de absorbância em uma amostra está quantitativamente relacionada à sua concentração de acordo com a lei de Lambert-Beer expressa pela seguinte equação:

A= ( x C x l

(= coeficiente de extinção molar, absorção ou absortividade

C = concentração da solução

L = espessura da camada absorvente (solução); também denominado cmainho  ótico.

A = - log T  (T = transmitância)

A constante ( corresponde a absorbância de uma solução de concentração unitária, por unidade de distancia percorrida pela luz incidente, quando a concentração ( c) é expressa em mol/l e a espessura (l) é expressa em centímetros.
Materiais

a) Espectrofotômetro

b) Soluções-padrão de proteína conhecida (soro albumina bovina)

c) Erlenmeyer, 

d) bureta, 

e) pipetas, 

f) proveta, 

g) funil de vidro,

h)  tubos de ensaio,

i)  papel de filtro .

Reagentes 

solução padrão de BSA (50 mg/l, 100 mg/l, 200 mg/l, 400mg/l), ácido clorídrico 2%, leite desnatado, reagente de biureto (sulfato de cobre cristalizado, tartarato duplo de sódio e potássio, água destilada, hidróxido de sódio a 10%).

Procedimento:

a) Ligue o espectrofotômetro segundo as instruções constantes do aparelho.

b) Ajuste o aparelho para o comprimento de onda mais adequado à sua solução

c) Ajuste o aparelho para 0 (sem a cubeta) e transmitância igual a 100 colocando água na cubeta.

d) Determine os valores das absorbâncias das soluções-padrão .

	Composto
	Concentração (mg/l)

	BSA
	50
	100
	200
	400


Comprimentos de onda (() recomendados: 540 nm

	Tubo
	BSA (mg/l)
	Agua
	Proteína padrão (ml)
	reagente de biureto
	Leitura de Abs

	1
	-
	1 ml
	
	2 ml
	

	2
	50
	-
	1
	2 ml
	

	3
	100
	-
	1
	2 ml
	

	4
	200
	-
	1
	2 ml
	

	5
	400
	-
	1
	2 ml
	


Determine a absorbância das amostras de concentração conhecida.

Preparo da amostra 1:

- Em um Erlenmeyer adicionar 25 ml de leite e 25 ml de água destilada, acrescentar HCl, usando uma bureta, com agitação constante, até que o leite coagule. Anotar o volume gasto.

- Filtrar em papel de filtro e usar o filtrado posteriormente para a dosagem.

Preparo da amostra 2:

- Diluir 1 ml de leite com 19 ml de água destilada

Dosagem das amostras:

	Tubo
	Agua
	Proteína padrão
	Amostra 1
	Amostra 2
	reagente de biureto

	1
	1 ml
	
	
	
	2 ml

	2
	
	
	1 ml
	
	2 ml

	3
	
	
	
	1ml
	2 ml


Deixar em repouso por 15 minutos

Fazer a leitura a 540 nm, usando o tubo 1 (branco) para zerar o aparelho.

Resultados e discussão

A) Anote no quadro a seguir os valores das absorbâncias de seus padrões:

	Padrões/amostra
	Concentração 
	A

	Água
	
	

	1
	
	

	2
	
	

	3
	
	

	4
	
	

	Amostra1
	
	

	Amostra2
	
	


B) Construa um gráfico relacionando a concentração molar das soluções padrão com os respectivos valores de absorbância

C) Ajuste estatisticamente os dados obtidos e determine a equação de regressão da reta obtida.

D) Calcule por meio do gráfico e da equação a concentração da amostra desconhecida.

E) Por que se deve usar um definido comprimento de onda e não apenas luz branca numa análise deste tipo?

Material necessário para as aulas de Bioquímica I

· 5 estantes de madeira com 10 tubos de ensaio cada uma (total de tubos 50)

· 5 provetas de 50 ml

· 15 pipetas de 5 ml, 

· 5 pipetas de 1 ml, 

· 10 pipetas de 2 ml

· 10 pipetas de 10 ml

· 5 buretas de 50 ml

· 5 Erlenmeyers de 250 ml

· 5 Erlenmeyers de 125 ml

· 5 provetas de 25 ml

· 5 provetas de 50 ml

· 5 béqueres de 250 ml

· 5 béqueres de 50 ml

· 5 béqueres de 100 ml

· 5 conta gotas

· 5 chapas de aquecimento 

· 5 funis de vidro + papel de filtro

· 5 pissetes com água destilada

