Biología I – Laboratorio

Cuantificación de proteínas

Integrantes: 

· Borges, Julia

· Dembinski, Ezequiel

· Toro, Karina
Fecha de entrega:

· Martes 5 de Mato de 2003

Objetivos: 

· Determinación de la concentración proteica de una muestra utilizando el método colorimétrico de Bradford. Confección de la correspondiente curva de calibrado.

Materiales:

· Solución madre de Albúmina bovina (BSA)

· Solución ácida del reactivo de color (azul de Coomassie)

· Tubos de hemólisis

· Pipetas automáticas

· Espectrofotómetro
Introducción: 

La cuantificación de proteínas consiste en tomar muestra de una solución madre de proteínas y diluirlas en un blanco, en este caso, agua. Se colorean las muestras con el método colorimétrico de Bradford, con Azul de Coomassie. El color de las muestras es azul, pero de distintos tonos, ya que el color varía según la concentración de la proteínas, a medida de que ésta sea mayor, el tono de azul aumenta. La muestra es homogenizada con la máquina de Vortex y luego se lleva al espectofotómetro. En dicho instrumento se miden las absorbancias de las muestras. El valor de la absorbancia no solo depende de la concentración, sino también, del tipo de material que se está analizando. Los datos obtenidos, se grafican y se obtiene la Curva de Calibrado, que es una función lineal donde se cumple la Ley de Lambert – Beer. 

La ley de Lambert-Beer establece que la absorción de la luz es proporcional al numero de moléculas de las sustancias en solución por donde pasa el haz de luz.

La concentración de la muestra incógnita de BSA, se determina obteniendo el valor de la absorbancia en el espectrofotómetro y dicho valor, es extrapolado en el gráfico de la  curva de calibrado. De esta manera se obtiene la concentración de la muestra.

Procedimiento:

Curva de Calibrado

Preparar nueve tubos rotulados .

Calcular las diluciones que hay que preparar a partir de una solución madre BSA de 50mg/ml para construir una curva de calibrado de al menos cinco puntos.

	Concentración (mg/ml)
	µl sl madre BSA
	H2O µl
	Bradford µl

	5
	100
	900
	1000

	10
	200
	800
	1000

	15
	300
	700
	1000

	20
	400
	600
	1000

	25
	500
	500
	1000


Se toman diferentes volúmenes de solución madre BSA 50mg/ml y se completa con agua a un volumen final de 1 mlo 1000 µl.

Se agrega a cada muestra 1000 µl de Azul de Coomassie  que es un colorante etanolfosfórico que reacciona con proteínas y pasa de la absorción de ג= 465 nm  (sin proteínas) a ג= 595 nm con proteínas en medio ácido.
Valor del Blanco

Absorbancia total - Absorbancia Blanco = Absorbancia Proteínas

Se prepara el blanco:

Blanco = 1000 µl H2 O    

Se preparan tres  soluciones con una muestra incógnita ( M):

	Concentración (mg/ml)
	µl sl madre BSA
	H2O µl
	Bradford µl

	M
	1000
	-
	1000

	M/2
	500
	500
	1000

	M/5
	200
	800
	1000


Una vez preparadas las soluciones se las lleva al Vortex para homogeneizar bien las muestra.

Las muestras son llevadas al espectrofotómetro,  que posee un haz de luz con una longitud de onda λ = 595,0, donde primero se mide la absorbancia  del blanco y a partir de esta se miden el resto de las muestras:
	Concentración (mg/ml)
	Absorbancia

	5
	0,131

	10
	0,195

	15
	0,238

	20
	0,254

	25
	0,374

	Concentración (mg/ml)
	Absorbancia

	M
	0,159

	M/2
	0,095

	M/5
	0,03
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Como los puntos tiende a formar una curva lineal, se traza una recta promedio que será la curva de calibrado, que cumple con la Ley de Lambert-Beer A = abc, donde ab es una constante m y c es la variable independiente. Por lo tanto:

A = mc + b

con m = 0,0109 ml/mg y la ordenada al origen b = 0.0749.

Solo consideramos la absorbancia de la muestra incógnita M, ya que se encuentra dentro del rango de las mediciones, y con dicha absorbancia, se puede calcular la concentración de la muestra de la siguiente forma:

A = mc + b

(A – b) / m = c

=(0,159 – 0.0749) / 0.0109 = 7,716 mg/ml

Conclusiones: 

Obtuvimos como resultado, que la muestra incógnita estaba en una concentración de 7,716mg/ml. Como se encontraba dentro del rango de concentraciones que cumplían con la ley de Lambert-Beer, no fue necesario utilizar a las muestras diluidas de M. Pero si realizamos un análisis de éstas, llegamos a la conclusión de que están muy diluidas y, por lo tanto, no se encuentran dentro del rango.

Podemos concluir en que la Ley de Lambert-Beer es muy limitada ya que no podemos saber directamente, que es lo que ocurre con muestras de concentraciones muy elevadas  y muestras, que por lo contrario, posee concentraciones bajas.
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