REVISION DE METODOS
ESPECTROSCOPICOS Y
ELABORACION DE CURVA
ESTANDAR DE PROTEINA



OBJETIVOS

Aplicar un metodo espectrofotoméetrico para medir la
concentracion de una proteina.

Conocer el manejo de micropipetas y espectrofotdmetros.
Construir curvas de calibracion y comprender su importancia.

Determinar el intervalo de sensibilidad de una curva estandar.



Espectrofotometria

Es la medida de la cantidad de energia radiante
absorbida por las moléculas a longitudes de onda
especificas.

La espectrofotometria es el método de analisis optico
mas usado en las investigaciones bioldgicas.



Espectrofotometro

Es un instrumento usado en la fisica Optica que permite
comparar la radiacion absorbida o transmitida por una solucidn
que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que
contiene una cantidad conocida de la misma sustancia en

funcion de la longitud de onda
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Componentes basicos del espectrofotometro

Deuterio — Region de UV
Tungsteno — Region visible



Métodos Espectroscopicos

 Los metodos espectroscopicos se consideran como una de las
mejores y mas utilizadas tecnicas instrumentales a disposicion
del cientifico, para la adquisicion de iInformacidon tanto

cuantitativa como cualitativa.



Los métodos espectroscopicos se clasifican segun la region del
espectro electromagnetico que esté implicada; siendo las mas
Importantes las regiones de:

rayos X,
ultravioleta,
visible,
Infrarroja,
microondas
Radiofrecuencia.



El Espectro Electromagnético
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Transmitancia

Es la fraccion de luz incidente, a una longitud de onda
especifica, que pasa a traves de una muestra, por lo general la
transmitancia se expresa en porcentaje. Esta definida por la

ecuacion:

T=1/1, T=10-A %T=T *100

(I) - Intensidad de luz cuando esta
interpuesta la muestra
(Ip)-Intensidad de luz cuando no esta —

la muestra o esta un “blanco”. lo I,

” T=Iy/I




Absorbancia

Es la medida de la energia radiante que es absorbida por un
material o una superficie como funcion de la longitud de onda
de dicha energia. A diferencia de la transmitancia, la
absorbancia de una solucion que aumenta la atenuacion del haz
esta definida por la ecuacion:

A=Llogl,/ | A= Log 1/T

(I) - Intensidad de luz cuando esta ! n
interpuesta la muestra |
(I,)-Intensidad de luz cuando no esta |
la muestra o esta un “blanco”. A



Reflectancia

Transmitancia

Absorbancia



eyes Fundamentales de la Absorcion

« Se denomina absorcion al proceso por el cual una especie, en
un medio transparente, capta selectivamente ciertas
frecuencias de la radiacion electromagnetica.



|_eyes Fundamentales de la Absorcion

 Ley de Lambert: cuando un haz de luz atraviesa un medio
absorbente de concentracion constante, la cantidad de energia
luminosa absorbida por el medio varia en forma directamente

proporcional a la distancia recorrida.
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eyes Fundamentales de la Absorcion

« Ley de Beer: cuando un haz de luz atraviesa un medio
absorbente de espesor constante, la cantidad de energia
luminosa absorbida por el medio varia en forma directamente
proporcional a la concentracion del absorbente en el medio

Energia absorbida a [C]

—
_——



Ley de Lambert - Beer

 Relaciona la absorcion de luz con las propiedades del
material atravesado.



Ley de Lambert - Beer

La ley explica que hay una relacion exponencial entre la
transmision de luz a través de una sustancia y la concentracion
de la sustancia, asi como también entre la transmision y la
longitud del cuerpo que la luz atraviesa.

Si conocemos | y A, la concentracion de la sustancia puede ser
deducida a partir de la cantidad de luz transmitida.

A=¢gcl

Donde:

A = absorbancia L
 Cosficients de extincién mol L

¢ = Coeficiente de extincion molar - I —

| = longitud de la celda gy

c = concentracion




COEFICIENTE DE EXTINCION MOLAR

Es una medida de la cantidad de luz absorbida por unidad de
concentracion.

Un compuesto con un alto valor de coeficiente de extincion
molar es muy eficiente en la absorcion de luz de la longitud de
onda adecuada y, por lo tanto, puede detectarse por medidas de
absorcion cuando se encuentra en disolucion a concentraciones
muy BAJAS.






Curva Patroén

Es un marco de referencia que se construye de cantidades
conocidas de una sustancia (por ejemplo la albumina séerica de
bovino) que se utiliza para determinar la cantidad de proteinas
presente en una muestra incognita.

Se cumple una relacion proporcional entre la magnitud o
Intensidad de color que da una reaccion y la cantidad del
reactivo que la provoca.



Lhsotbancia

Curva patron

y=mx+b

Cantidad (ug)
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Cuantificacion de Proteinas

Determinar la concentracion de proteinas en una muestra
biologica es una técnica de rutina basica cuando se aborda
un esquema de purificacion de una proteina concreta.

-cuando se quiere conocer la actividad especifica de una
preparacion enzimatica,

-para el diagnoéstico de enfermedades, asi como para otros
muchos propositos.



Cuantificacion de Proteinas

Existen diferentes metodos para la cuantificacion de proteinas.
Muchos de estos metodos se basan en:

a) la propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en
el UV,

b) la formacion de derivados quimicos, o

c) la capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos
colorantes.



Proteinas

« Aminoacidos aromaticos: el ultravioleta cercano de proteinas.

En cuanto a las cadenas laterales de los aminoacidos, las bandas
de absorcion mas significativas se encuentra en el ultravioleta
cercano, en el intervalo de longitud de onda entre 230 y 300 nm.
Concretamente absorben en este intervalo las cadenas
laterales de los aminoacidos aromaticos, la histidina y la
cistina.

La cistina presenta una banda centrada a 250 nm, n-->s* (emax
~ 300 M-1.cm-1), pero apenas se puede considerar, ya que es
muy debil y el porcentaje relativo de puentes disulfuro es muy
pequeno en una proteina.



Proteinas

Los aromaticos absorben de 260-290 nm.

La fenilalanina. Es el menos importante cuantitativamente,
aunque muestra un espectro complejo con multiples bandas
diferenciadas en torno a 250-260 nm. Presenta también bandas
de mayor energia que solapan con el espectro del enlace
peptidico en 215 y 180 nm. Sin embargo como no absorbe por
encima de 280 nm su contribucion al espectro en la zona del
ultravioleta cercano de proteinas suele ser pequenia.



La tirosina presenta un maximo a 275 nm con un hombro a
285 nm. La banda se desplaza a mayores longitudes de onda
cuando se produce la desprotonacion del OH del anillo
aromatico.

El triptofano agrupa al menos tres bandas diferentes bajo el
espectro centrado a 280 nm. También presenta bandas en la
zona del UV lejano.

Un cambio de pH produce grandes efectos en los espectros de
tirosina y triptéfano ya que el lugar de protonacion afecta
directamente a la conjugacion electronica de la cadena lateral.



Absorcién de luz UV por aa aromaticos

Absorbancia a
longitud de onda
de 280 nm.
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Cuantificacion de Proteinas

Existen diferentes metodos para la cuantificacion de proteinas.
Muchos de estos metodos se basan en:

a) la propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en
el UV,

b) la formacion de derivados quimicos, o

c) la capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos
colorantes.



BIURET

La reaccion debe su nombre al Biuret, una molécula
formada a partir de dos de urea (H,N-CO-NH-CO-NH,).
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Se basa en la reaccion de sales de Cu?* con los pares de electrones

no compartidos del nitrogeno que forman parte de los enlaces
peptidicos en un medio fuertemente basico.

E1 Cu?*se acompleja con 4 NH.

El Cu?* es reducido a Cu'* formando complejos color parpura que
tienen un maximo de absorcion a 540 nm
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La intensidad de coloracion es directamente proporcional a la cantidad de
proteinas (enlaces peptidicos) y la reaccion es bastante especifica, de manera que
pocas sustancias interfieren.



BIURET

https://www.youtube.com/watch?v=Hnl2t0MvUOQOs



https://www.youtube.com/watch?v=Hnl2t0MvU0s

LOWRY

Este procedimiento involucra la formacion de un complejo
cobre-proteina en solucion alcalina (Reaccion de Biuret)

Este complejo reduce al reactivo fosfomolibdico-
fosfotungstato (Folin-Ciocalteau) por los grupos fendlicos de
los residuos de tirosina lo que produce una intensa coloracion
azul.



Etapa 1) OH- Etapa 2)

(4

OH-
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Complejo Cu**-proteina O Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul palido) ( We+ , Mo®* )

(color azul)

Reaccion entre la proteina y los reactivos

El ensayo de Lowry se basa en la conversion del Cu?* a Cu'* en condiciones
alcalinas — Reaccion de Biuret



BCA

« El acido bicinchoninico, sal sodica, es un compuesto capaz de
formar un complejo purpura intenso con iones Cu'* en medio
alcalino. Este reactivo forma la base de un método analitico capaz
de monitorear el i0n cuproso producido en una reaccion entre las
proteinas con Cu?*en medio alcalino (reaccion de Biuret).

« La estabilidad del reactivo y el cromoforo proporciona un método
para la cuantificacion de proteinas que es sencillo, rapido, muy
sensible, y que muestra una gran tolerancia a compuestos que
afectan a otros métodos.

OH-
Proteina + Cu?* — Cu't
Cul*+ BCA — complejo purpura BCA- Cutt



Etapa 1)

Proteina
(residuos de cistina,
cisteina, triptofano e
tirosina)

Cu

Etapa 2)

OH- 2 BCA
Cu?* Reagéo dependente Complexo
+ . de temperatura BCA-Cul+
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Co0 "00oC N N COo0O
J
J
Bicinchoninic Acid (BCA) Cu(BCA), Complex

Tanto el ensayo de BCA como el de Lowry se basan en la conversion del Cu?* a
Cu'* en condiciones alcalinas — Reaccién de Biuret

La cantidad de Cu?* reducido - es funcién de la concentracién de proteinas y
puede ser determinada espectrofotométricamente



Cuantificacidén de Proteinas

Existen diferentes metodos para la cuantificacion de proteinas.
Muchos de estos metodos se basan en:

a) la propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en
el UV,

D) laf 60 de derivados quimi

c) la capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos
colorantes.




BRADFORD

Se basa en la unién de un colorante, Comassie Blue G-
250 a las proteinas.

El colorante, en solucion acida, existe en dos formas
una azul y otra naranja.

Las proteinas se unen a la forma azul para formar un
complejo proteina-colorante con un coeficiente de
extincion mayor que el colorante libre.

Este método es sensible (1-15 pg), simple, rapido,
barato Yy pocas sustancias interfieren en su
determinacion. Entre las sustancias que interfieren estan
los detergentes y las soluciones basicas.
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CAMBIO DE ABSORBANCIA DEL COOMASIE
BLUE

o Los aminoacidos que
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Cuantificacion de Proteinas

Método Rango de sensibilidad Coeficiente de extincion o Calculo de la
(ug) concentracion
Métodos de
Absorcién 100-3000 s280 = 1 mL/mg cm
Azeo 3-100 £205s = 31 mL/mg cm
Azos 100-3000 Proteina (mg/mL) = (1.55Az2s0 — 0.76A240)
Aago - Azeo 25-700 Proteina (ma/mL) = (Aze — Azso)2.51
Azs - Azeo 5-180 Proteina (mg/mL) = (A — Az:s)0.6
Az - A2ss 2-45 Proteina (pg/mL) = 144(Azss — Azzs)
Aa1s - Azzs
Métodos Derivados
Colorimétricos
Biuret 1000-10000 gees = 0.06 mL/mg cm
Lowry 25-100 a 500 nm Usar curva estandar
2-30 a 660 nm
1-2a 750 nm
Bradford 1-15 gses = 81 mL/mg cm
BCA 0.5-10 Usar curva estandar
Métodos Derivados
Fluorimétricos
o-ftalaldehido 1-5 hexcitacién @ 340 nm | Usar curva estandar

Aemision @ 475 nm




Tabla Il. Principales métodos para la cuantificacion de proteinas, principales ventaja e

inconvenientes

Meétodo Ventajas Inconvenientes
Métodos de No se pierden las Interfieren muchos compuestos que absorben
Absorcién muestras en el UV
Métodos Derivados
Colorimétricos
Biuret Bastante especifico para | Tiene poca sensibilidad
proteinas
Mueslra pocas
interferencias
Es barato
Lowry Tiene bastante No todas las proteinas reaccionan igual
sensibilidad Mustra muchas interferencias como
detergentes no idnicos, sulfato amonico etc.
Bradford Muy sensible Muestra interferencias con detergentes
BCA Es el método mas sensible
Es el que muestra menos
interferencias
Métodos Derivados
Fluorimétricos
o-ftalaldehido Muy sensible La interferencia de aminas contaminantes en

la muestra
No todas las muestras reaccionan igual




Determinacion de proteinas por el método de Lowry

Tabla 1.1. Reactivos y cantidades a afiadir para realizar una curva patrén de BSA y la determinacion de la concentracion
de proteinas de una muesira problema, utilizando el método de Lowry para su determinacién.

Tubo H:0 BSA Reactivo A Reactivo B Amnm
(1mg/mL)
1 450 pL — 500 pL 250 pL E
2 445 L 5uL 500 pL 250 pL E
3 440 pL 10 uL 500 pL 250 L %
4 435 L 15uL 500 pL 250 L _g-
5 430 pL 20 L 500 pL 250 L %
6 425 L 25 uL 500 pL 250 pL E
7 420 pL 30puL 500 pL 250 pL ‘g
8 415 uL 35uL 500 pL 250 pL _;E_.
Tubo H:0 Muestra Reactivo A Reactivo B % Amnm *Cantidad de
Problema* E Proteina(j.g)
9 425 L 25l 500 pL 250 pL -
10 400 pL 50 L 500 pL 250 pL

* La muestra problema la prepararan y entregaran los profesores.

** Calcular la cantidad de proteina que contiene cada tubo de acuerdo a los L que se afadieron del estandar de BSA.
En el caso de la muesira problema, calcular la canfidad de proteina ufilizando los datos de la regresion de la curva
estandar generada.

Reactivo A. Se prepara inmediatamente antes de usarse con partes iguales de CTC, 10% SDS,
0.8 N NaOH y H,O destilada.

Solucion de carbonato-tartrato-cobre (CTC; 10% Na,CO;, 0.1 % CuSO, y 0.2 % de tartrato de
Na+y K+)



