
Cuantificación de proteínas. Cuantificación biológica y química. 
Temario

Métodos de cuantificación de proteinas.

Cuantificación química: Métodos espectroscópicos y no-espectroscópicos. La ley de Lambert - Beer; sus limitaciones. Cuantificación de proteínas por técnicas espectrofotométricas. Absorción UV de proteínas y ácidos nucleicos. Fundamentos de los métodos de Lowry, Smith y Bradford. Interferencias.
Cuantificación biológica: El concepto de actividad biológica y actividad específica. La definición de Unidades de actividad. 

Bibliografía General
“Protein Quantitation”. Capítulo del libro “A practical guide to protein purification”, Deustcher, P.M.

“Practical Biochemistry” – Wilson and Walker 4th Ed.

Bibliografía Específica y complementaria

“Razonamiento bioquímico”, Kerridge y Tipton. Ed. Acribia.
“Instrumentos y técnicas de Bioquímica”, T. Cooper. Ed. Reverte.
Preguntas Conceptuales

1. ¿Cuales son los límites de aplicabilidad de la ley de Lambert-Beer? Justifique.

2. ¿Por que cree que los métodos de emisión (fluorescencia) son más sensibles que los métodos de absorción?

3. Como mencionamos anteriormente existen dos formas de cuantificar la presencia de una proteína: usando métodos químicos y métodos biológicos. Que objetivos tendría para aplicar uno criterio u otro.
Problemas

1. Que formas de cuantificación de proteínas conoce. Explique las distintas aplicaciones que tendría cada método.

2. Para la determinación de la concentración de proteínas por el método de Lowry, se confeccionó una curva de calibración utilizando una solución patrón de albúmina (400 µg/ml) de acuerdo a la tabla que se muestra mas abajo. El método requiere el agregado de dos reactivos (1 ml y 0.1 ml) sobre 0.2 ml de muestra o estándar (volumen final 1.3 ml).

	Tubo
	1
	1'
	2
	2'
	3
	3'
	4
	4'

	ml de patrón
	0.00
	0.00
	0.10
	0.10
	0.15
	0.15
	0.20
	0.20

	A750
	0.014
	0.016
	0.080
	0.088
	0.116
	0.100
	0.156
	0.140


a. Haga un gráfico cuyos ejes coordenados sean A750 vs. µg de albúmina en el tubo de colorimetría.

b. Si el valor de A750 para una alícuota de 0.2 ml de la proteína en estudio fue 0.095, calcule su concentración proteica en mg/ml.

3. ¿Cuál es el fundamento de la colorimetría de Bradford para la determinación de proteínas? Compare la sensibilidad de este método con la técnica de Lowry.

4. Un extracto crudo de músculo de conejo tiene una A280 de 1.5 (el coeficiente de absortividad a 280 nm de la albúmina es 0.6 ml/mg.cm). La determinación de proteínas por el método de Lowry arrojó un valor de 0.3 mg/ml, usando albúmina como estándar. ¿Son coherentes los resultados? Explique. 

5. Para evaluar los resultados de un fraccionamiento de proteínas, se estimó la cantidad de proteína en cada fracción por absorbancia a 280 nm. Los resultados fueron los siguientes:

	Muestra
	Volumen (ml)
	A280

	Extracto crudo
	200ml
	54

	Fracción 1
	260ml
	0.060*

	Fracción 2
	350ml
	0.120**


(*) Para medir A280 se tomó 1 ml de la fracción 1 y se llevó a 25 ml totales. De éstos, se tomaron 2.5 ml y se llevaron a 10 ml. Se tomaron 2 ml y se leyó la absorbancia, que se muestra en la tabla.

(**) Para medir A280 se tomaron 1.25 ml de la fracción 2, y se llevaron a 50 ml totales. Se tomaron 2 ml y se leyó A280, que se muestra en la tabla.

Nota: el coeficiente de absorbancia utilizado para la estimación fue 280 = 1.06 cm2/mg. La longitud del paso de luz en la cuveta fue 1 cm.

a. ¿Cómo se pudo determinar que la absorbancia del extracto crudo era 54? Explique cómo procedería experimentalmente para medir esa absorbancia.

b. Calcule la cantidad total de proteínas (en mg) y la concentración de proteínas (en mg/ml) de cada muestra.

c. Calcule la recuperación lograda en las fracciones 1 y 2, respecto de la cantidad de proteína inicial.

6. Defina una unidad de actividad biológica genérica para proteínas y luego aplíquela a casos específicos como una enzima o una toxina.

7. El hongo del suelo Biochemicalis dementis produce un antibiótico bactericida de amplio espectro, quizás para aventajar a esos microorganismos en la lucha por la materia orgánica disponible. Cuando B.d se cultiva en medio líquido, la actividad bactericida aparece en el sobrenadante del cultivo, da reacción positiva con el reactivo de Biuret y puede inactivarse por calentamiento (100º C, 5 min) o tratamiento con 2-mercaptoetanol. La actividad atraviesa membranas de diálisis de 5000 Da. 

Determinación de actividad antibiótica: se inocula 0.1 ml de un cultivo con 108 cel/ml de Escherichia coli en una caja de Petri con agar nutritivo y se distribuye homogéneamente en la placa con una espátula. Luego que el agar absorbió el líquido, se colocan discos de papel (diámetro 5 mm), humedecidos con 0.1 ml de muestra. La placa se coloca en una estufa a 37º C y se deja durante toda una noche. La inhibición de crecimiento es medida como el diámetro del halo que rodea cada papel.

La unidad de Actividad Antibiótica (UAA) es la cantidad de factor antibiótico que produce, en las condiciones descriptas, un halo de inhibición de 10 mm de diámetro.

Para caracterizar bioquímicamente el factor antibiótico de B.d. se realizó una purificación a partir de 4 litros de sobrenadante de cultivo. Se llegó a obtener 5 ml de una fracción F altamente purificada. Se determinó la actividad biológica de dicha fracción y a continuación se muestran los resultados. 

	Dilución de F
	1/1
	1/5
	1/25
	1/125
	1/625

	Diámetro de halo (mm)
	>30
	>30
	>30
	8
	<5


a. ¿Cuál es la actividad biológica de la fracción F?

b. ¿Cuántas UAA había en el material de partida, suponiendo que el rendimiento del proceso de purificación fue del 65%?

c. Si la estimación de la concentración proteica de F por absorbancia a 280 nm arrojó un valor de 1.5 mg/ml, ¿Cuál es la actividad específica de F?
8 Como práctica común del laboratorio se suele aceptar que si una solución

de proteínas tiene A280 igual a 1 entonces la concentración es de 1 mg/ml.

Analizando los datos de la tabla siguiente, prediga si esa asunción es

Correcta.

Proteína
MR
Epsilon280
A280

lizosima
14000
34000

1.0

betalactamasa
29000
27000

1.2

BSA

66000
38000

0.8







