Hidrofobicidade em Proteinas

Preparacao
das Amostras

Espectrofotdmetro + Cubeta de Acrilico
Vortex (Agitador de Tubos)
Centrifuga

Soluc¢do de Azul de Bromofenol - BPB (0.10 g/L)
Cada amostra requer 1.0 mL de solucao
Para 50 mL de solugdo - 0.10 g de BPB
15 mL de Etanol
2.5 mL de Acido Acético Glacial
82.5 mL de Agua Destilada

Em um Eppendorf:

Pesar 0.020 g de Proteina

Adicionar 200 plL de Agua Destilada
Adicionar 1800 L da Solugao de BPB

Agitar em Vértex por 30 segundo

Colocar no Thermoshaker (15 min, 600 rpm, Temp Ambiente)

Ap6bs o periodo de incubacdo:
Centrifugar por 15 min a 6000 rpm

Ler absorbancia em espectrofotémetro usando cubeta de acrilico
Branco = Agua Destilada

Controle = Mistura de 100 plL de Agua Destilada + 900 uL de Solug3o de BPB

Amostra = Fase sobrenadante (filtrado)
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Leitura a 610 nm

Utilizar a curva de calibracdo para calcular.

! Concentragdo Total de BPB - Obtida com a absorbancia da solu¢do de BPB
Concentracdo Livre = Obtida com a absorbancia da amostra

Calculo
Concentracdo Ligada = Concentracdo Total — Concentracgdo Livre
Massa Ligada = Concentragdo Ligada * 0.10 g/L
indice de Hidrofobicidade: H = Massa Ligada / Massa de Proteina
Leituras entre 0,200 a 2,200 sao desejaveis

Observagoes

Fazer curva com pelo menos 5 pontos.

Ler absorbancia em espectrofotémetro usando cubeta de acrilico

Curva de
Calibragao

Para cada leitura use um tubo de ensaio
Adicionar x mL de solugao de BPB
Adicionar y mL de agua destilada

Em que: x=0,200; 0,400; 0,600; 0,800 e 0,900 mL
y = 0,800; 0,600; 0,400; 0,200 e 0,100 mL

Fazer a Leitura em 610 nm
Fazer grafico Abs x Conc.BPB

Os pontos da curva serdo relativas as concentracdes de
C=0.022; 0.044; 0.067; 0.089 e 0.100 g/L
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