Sulfidrila Livres e Totais

Preparacao

AQ&DP

Espectrofotometro UV-Vis
Centrifuga
Thermoshaker

Tampao Trizma-Glicina
Cada amostra requer 20,0 mL de solucao
Para 250 mL de solugdo =
2,60 g de Trizma
1,69 g de Glicina
0,37 g de EDTA Sal Dissédico

Tampado Trizma-Glicina com Ureia
Cada amostra requer 10,0 mL de solucdo
Para 100 mL de solugdo 2>
60 mL de Tampao Trizma-Glicina
48,05 g de Ureia
Fazer a mistura e completar com o tampao até completar 100 mL

Soluc¢do DTNB (Acido 5,5’-Ditiobio(2-NitroBenzdico))
Cada amostra requer 0,040 mL de solugdo
Para 5 mL de solugcdo 2>
0,020 g de DTNB
5 mL de Tampao Trizma-Glicina (sem Ureia)

Guardar a solucao de DTNB no escuro — embrulhar o baldao volumétrico
em papel-aluminio.

Em um Tubo Falcon de 15 mL:
Pesar 0,020 g de Proteina
Adicionar 10 mL de Tampao
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Em um segundo Tubo Falcon de 15 mL:
Pesar 0,020 g de Proteina
Adicionar 10 mL de Tampao com Ureia

Agitar os tubos por 30 min em Thermoshaker a 25 °C e 600 rpm

Adicionar 0,020 mL (20 pL) de Solugdo DTNB em cada um dos tubos

Agitar em Vortex por 15 segundos
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Deixar reagir em Thermoshaker a 25 °C e 600 rpm por 30 min no escuro

Se aparecer um precipitado:

Centrifugar por 10 min a 5000 rpm
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Centrifugagao

Apds a centrifugacdo, coletar o sobrenadante.

>

Ler no Espectrofotémetro a 412 nm

Leitura
Obs: Para Sulfidrila Livre, usar Tampao sem ureia como Branco

Para Sulfidrilas Totais, usar Tampao com ureia como Branco

Sulfidrila Livre (Realizada com o Tampado sem Ureia)
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Calculo

Abs = Absorbancia (obtida com o tampdo sem ureia)
Crrot = Concentracdo de proteina (0,000002 g/L)

Sulfidrila Total (Realizada com o Tampdo com Ureia)

umol Abs

Abs = Absorbancia (obtida com o tampao com ureia)
Crrot = Concentracdo de proteina (0,000002 g/L)
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Este método baseia-se em uma reacdo colorimétrica em que o DTNB reage com
os grupos sulfidrila livres (R-SH), liberando um produto de cor amarela intensa:
0 ion 2-nitro-5-tiobenzoato.

Observagoes
Quando o tampao sem ureia é usado, o DTNB reage apenas com 0s grupos
sulfidrila expostos na superficie da proteina e acessiveis ao solvente. Quando o
tampado com ureia é usado, a ureia atua como agente desnaturante, quebra a
proteina, expondo os grupos tidis. Desta forma, o DTNB reage com todos os
grupos sulfidrila.

Em alguns casos a Ureia sozinha ndo consegue expor os grupos sulfidrila, e
nestes casos deve-se incluir uma etapa de reducdo (reagdao com DL-Ditritreitol) e
de dessaliniza¢ao do excesso de DL-Ditritreitol em leito de Sephadex-G25.

- (Ellman, 1959)

\”\ Ellman, G. L. (1959). Tissue sulfhydryl groups. Archives of Biochemistry and
Biophysics, 82(1), 70-77. https://doi.org/10.1016/0003-9861(59)90090-6
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