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DEPARTAMENT DE BIQQU[MICA | BIOLOGIA MOLECULAR. UNIVERSITAT DE VALENCIA
PRACTIQUES INTEGRADES DE METODES (1a part)

PRACTICA 1
INTRODUCCIO A L'ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE
1.1. Introduccid

En aquesta practica pretenem que els estudiants es
familiaritzen amb I'espectrofotometria UV-visible. S’hi utilitzara
tant I'espectrofotometre UV-visible com la seua versio limitada a
la llum visible, el colorimetre. Tots dos instruments s’empraran en
aquesta sessio per a dur a terme experiéncies similars a les que
es realitzen més frequentment als laboratoris de bioquimica:
determinacié de concentracions de substancies cromofores en
solucié; determinacio de coeficients d’extincidé; obtencid
d’espectres d’absorcid i estudi de la influencia de I'entorn sobre
aquests; identificacio de punts isosbeéstics i analisi de mescles de
cromofors.

L’hemoglobina, un dels cromofors que utilitzarem en aquesta
sessio, és una proteina globular constituida per quatre subunitats,
a2 (figura 1), localitzada en els eritrocits i encarregada de
transportar el O, des dels pulmons fins als teixits.
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Figura 1. Estructura de I'hemoglobina que mostra les quatre cadenes
polipeptidiques constituents, amb els grups hemo units en butxaques
hidrofobiques, i I'estructura del grup hemo.

El color roig caracteristic de la sang és degut precisament a
I’lhemoglobina, que absorbeix en diverses longituds d’ona. La més
intensa és la banda d’absorcio a 405 nm (llum blava). En aquesta
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longitud d’'ona la proteina presenta un coeficient d’extincié elevat,
indicatiu d’una alta probabilitat d’absorbir un fotd per a donar lloc
a la transicio electronica corresponent.

Cada molecula d’hemoglobina conté 4 grups hemo,
cadascun associat a una cadena polipeptidica (figura 1). El grup
hemo és el responsable de la forta absorcio de I’hemoglobina en
la zona del visible.

En aquesta practica determinareu experimentalment el

coeficient d’extincié (™ i £2*”) de I'hemoglobina a 405 nm amb la
utilitzacio de I'hemoglobina purificada. Posteriorment, amb aquest
parametre, calculareu la concentracid d’hemoglobina en una
solucio problema.

L’altre cromofor que analitzareu
és el blau de bromofenol (figura 2).
Aquest compost presenta dos grups
fenolics ionitzables (indistingibles)
responsables de l'absorcio de Illum
visible. La forma protonada |
desprotonada del blau de bromofenol
presenta diversos espectres d’absorcio
amb diferents Amax. 1, per aixo, els
valors d’absorbancia de les seues
solucions depenen del pH.

Figura 2.
Estructura del blau de
bromofenol.

Heu dobservar els canvis de les propietats
espectroscopiques del cromofor segons l'estat d’ionitzacio.
Aprofitareu I'existéncia de dos cromofors en una solucio per a dur
a terme una analisi de mescles per a determinar les
concentracions de cadascun d’aquests. Per a aixo, ambdues
especies han de tenir espectres d’absorcid diferents i cal conéixer
el ¢ a dos A per a cadascuna de les substancies. Aixi podreu
establir un sistema de dues equacions que permet el calcul de la
concentracié de cada especie.

Aj1 = &aal-Cat Eapl-Cp
Aj2 = €2a'l-Ca + €2pl-Cp
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1.2. Materials, reactius i solucions
Materials

— Colorimetre

— Gradeta de tubs d’Eppendorf

— Pipetes Pasteur i xumets

— Pipetes de vidre: 1, 2,51 10 mL

— Cubetes de colorimetre de plastic 1 mL
— Pipetes automatiques: 1000, 200 i 20 pL
— Espectrofotometre

— Provetes: 501 100 mL

— Tubs Corning de 15 mL (4) i de 50 mL (2)
— Agitador de tubs

— Propipeta

Reactius

— Hemoglobina (bovina, Mr 60000, Sigma, H-2625)
— Blau de bromofenol (Merck 1.08122). MM 670; pK,= 4,2

Solucions

— Solucio Tris base 0,2 M, ja preparada; aquesta solucio
s'utilitzara per a preparar 50 mL de solucié amortidora de pH,
Tris 10 mM, pH 8,0, (pKy= 8,1) utilitzant també la seguent
solucié de HCI.

— Solucié HCI 0,1 M. Ja preparada.

— Solucié amortidora de citrat sodic, 0,2 M pH: 2,4; 3,4; 4,2 |
5,8. Aquestes solucions s’han de preparar a partir d’acid citric
(Panreac, 141808) ajustant el pH desitjat amb NaOH
concentrat. Ja preparat (5 mL/grup).

— Soluciéo d’hemoglobina de 4 mg/mL en un amortidor de Tris-
HCI pH 8,0. Ja preparat (5 mL/grup).

— Solucions d’hemoglobina problema X i Y de concentracio
desconeguda (2 mL de cadascuna/grup).

— Solucié de blau de bromofenol 0,2 mg/mL en aigua. Cada
grup preparara 10 mL de blau de bromofenol a 0,02 mg/mL
per dilucio de I'anterior solucio.
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1.3. Procediment experimental

1.3.1. Espectrofotometria de I’'hemoglobina

Determinaci6 del coeficient d’extincid de I’'hemoglobina

Comenceu preparant 50 mL de solucié amortidora de pH
Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 a partir de Tris base 0,2 M i HCI 0,1 M.
Feu els calculs adients, agafeu el volums corresponents de les
solucions de partida, enraseu a 50 mL amb aigua i comproveu el
pH amb pH-metre.

A continuacié prepareu les diferents solucions d’hemoglobina
de concentracions conegudes, les quals us serviran per a
demostrar la dependencia lineal entre l'absorbancia i la
concentracid6 d'un cromofor (llei de Lambert-Beer). Aix0 us
permetra, a meés, obtenir el coeficient d'extincidé (g¢) de
I’hemoglobina a la longitud d’ona de les mesures (405 nm).

A continuacié, heu de preparar dilucions seriades de la
solucié d’hemoglobina 4 mg/mL. Cada solucio sera una diluci6 1/2
de l'anterior fins a completar la série seguent: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, 1/64, 1/128 i 1/256.

Aixi, per exemple, per a realitzar la dilucié6 1/2, heu de
barrejar en un tub 1 mL de la soluciéo d’hemoglobina 4 mg/mL en
un amortidor de Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, amb 1 mL del mateix
amortidor. Cal tapar el tub i agitar-lo.

A continuacio, a partir de la dilucié 1/2, heu de preparar en
un altre tub la dilucié 1/4, tot mesclant 1 mL de la dilucio 1/2 amb
1 mL de 'amortidor. Aixi, successivament, heu de fer les dilucions
anteriorment assenyalades.

Nota: és important agitar bé les solucions abans d’agafar una altra
mostra per a realitzar la dilucié seguent.

Ajusteu el colorimetre a zero (amb la longitud d’ona
seleccionada a 405 nm) emprant una cubeta que continga nomes
dissolvent (solucié amortidora de Tris-HCI de 10 mM, pH 8,0).
Després de tancar la cambra de mesura cal ajustar a zero. No
heu de tornar a tocar aquest botdé durant tota la presa de
mesures.

Mesureu Il'absorbancia a 405 nm de les dilucions
d’hemoglobina preparades. Es recomana comencar a mesurar
per les més diluides i continuar amb les concentracions creixents.
D’aquesta manera no cal rentar la cubeta entre mesures, n’hi ha
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prou amb invertir-la i recolzar-la sobre un paper absorbent per a
eixugar-la. Una vegada introduida la cubeta que conté la mostra,
cal anotar el valor d’absorbancia.

Representeu graficament la A4os €n funcidé de la concentracio
d’hemoglobina (mg/mL o molar; MM hemoglobina 60000) en cada
mostra. Cal determinar el rang en qué es compleix la llei de
Lambert-Beer.

A partir de la representacio grafica obtinguda, calculeu el
valor del coeficient d’extincié de I'hnemoglobina e405>" [coeficient
d’extincié al 0,1 % (p/v)] a 405 nm. També heu d’obtenir el 405"
(coeficient d’extincié molar).

Determinaci® de la concentracid6 d’hemoglobina en solucions
problema

Mesureu, de la mateixa manera que abans, I'absorbancia a
405 nm de les solucions problema d’hemoglobina X 1 Y.
Determineu, a partir dels coeficients d’extincid, o mitjancant la
interpolaci6 en la grafica anteriorment preparada, les
concentracions d’hemoglobina d’aquestes solucions.

Tenint en compte la possibilitat que alguna solucié problema
estiga excessivament concentrada i que el valor d’absorbancia no
caiga en la zona lineal de la representacio (fora del rang en qué
es compleix la llei de Lambert-Beer), realitzeu les dilucions i les
mesures oportunes per a confirmar els valors de concentracio
d’hemoglobina obtinguts.

1.3.2. Espectres d’absorci6 del blau de bromofenol

Influéencia del pH sobre I'espectre d’absorcid6 del blau de
bromofenol

Prepareu quatre tubs i retoleu en cada tub els valors de pH
seguents: 2,4; 3,4; 4,2, 1 5,8. Pipetegeu de cada tub:

1 mL de solucié de blau de bromofenol [0,02 mg/mL, que
heu de preparar per dilucié de una solucié estoc més concentrada
(0,2 mg/mL). Prepareu 10 mL].

1 mL de solucié amortidora del citrat corresponent.
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Els quatre tubs han de contenir, doncs, blau de bromofenol
amb la mateixa concentracio (0,01 mg/mL) i amb diferent pH.

Heu de realitzar en I'espectrofotometre una linia base de
calibratge (zero en totes les longituds d’ona de I'espectre que cal
realitzar). Per a aix0, poseu una cubeta amb aigua en la cel-la del
blanc i una altra en la de la mostra. En el MENU PRINCIPAL
(MODE), seleccioneu I'opcié numero 8 (CONDITION SET) i, dins
d’aquest, la numero 1, que correspon a BASELINE.

Retireu la cubeta amb aigua situada en la cel-la de la mostra
| col-loqueu-ne una que continga la mostra a pH 2,4 (en aquest
pH el blau de bromofenol només existeix en la seua forma
protonada). Després, torneu al MENU PRINCIPAL, seleccioneu
I'opcid 2 (SPECTRUM) i feu I'espectre entre 350 nm i 700 nm.

Determineu el valor de la Amax. d'absorcio de la forma
protonada (que anomenem A;).

A continuacid, obteniu I'espectre d’absorcié amb la mostra a
pH 5,8 (en aquest pH el blau de bromofenol existeix només en la
seua forma desprotonada). Determineu el valor de la Amax.
d’absorcio6 de la forma desprotonada (que anomenem A,).

Observeu les diferencies en els espectres d’absorcié del blau
de bromofenol en diferents estats d’ionitzacio.

A partir dels espectres superposats, determineu-ne el punt
Isosbestic (Aisos).

Nota: després de mesurar les mostres, retorneu-les als tubs
corresponents.

Determinaci6é de la concentracié de dues substancies cromofores
en una mescla

El blau de bromofenol és un indicador de pH que es troba
completament protonat (IH) a un pH baix (p. e., pH 2,4) i
completament desprotonat (I) a un pH major (p. e., pH 5,8). A
gualsevol altre pH entre aquests dos valors, ambdues formes,
protonada i desprotonada, coexisteixen d’acord amb I'equilibri:

H S I' + H

al qual correspon la constant de dissociacié: Ka= ([IT-[H™])/[IH].

Les mesures dabsorbancia permeten coneéixer les
concentracions de les dues formes en qualsevol pH. En aquesta
part de la practica heu de determinar les concentracions de IH i I
a dos pH diferents: 3,41 4,2.
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Mesureu en el colorimetre l'absorbancia a A; de les
solucions de blau de bromofenol preparades als diferents pH
(totes, de pH 2,4; 3,4; 4,2 i 5,8). Abans de mesurar, calibreu a

zero el colorimetre per a aquesta A amb una cubeta amb aigua.

Nota: després de mesurar les mostres, retorneu-les als tubs
corresponents.

Repetiu el procediment i obteniu les absorbancies a A, i a

Aisos, | tingueu la precaucio de posar a zero el colorimetre abans
de cada série de mesures.

Calculeu els coeficients d’extincio 1 mg/mL (e
especie (IHiI"), tant en A; com en As.
[€s a dir, gy1qH); €x20H): €x107) 1 Ex20m)]-

0%y per a cada

Prenent els valors d’absorbancia obtinguts en A; i en A, en
les mostres corresponent als pH 3,4 i 4,2, calculeu les
concentracions de blau de bromofenol en la seua forma
protonada i desprotonada presents en cadascun d’aquests pH.

Expliqueu els valors de I'absorbancia a Aises Obtinguts per a
les solucions als diferents pH.

1.4. Bibliografia

1. GARCIA-SEGURA, J. M.; GAVILANES, J. G.; MARTINEZ DEL
POzO, A.; MONTERO, F.; ONADERRA, M.; VIVANCO, F. (1996):
“Técnicas instrumentales de andlisis en bioquimica”, cap. 2.
Ed. Sintesis. Capitol de llibre de teoria en que es descriuen els
fonaments de les tecniques d’espectrofotometria UV-visible i
les seues aplicacions en bioquimica.

2. http://www.ph-meter.info/pH-measurements-indicators. En
aquesta pagina web s’ofereixen explicacions sobre els
equilibris acidobasics, el funcionament de pH-metres i la utilitat
dels indicadors de pH. S’hi poden trobar una llarga llista
d’altres indicadors de pH. Ofereixen també enllacos a llocs en
gue s’expliguen resolucions de problemes acidobasics.



http://www.ph-meter.info/pH-measurements-indicators

1.5. Questions proposades

1.

Per qué la representacid de A4 en funcid de la concentracié
d’hemoglobina deixa de ser una recta? Quina o quines poden
ser les raons de la perdua de linealitat?

El coeficient d’extincid6 d'un cromofor a una determinada A
canvia si modifiqueu la composicio del dissolvent? Per que?

En la practica realitzada heu emprat un espectrofotometre de
doble enfocament. Quins son els avantatges que s’obtenen
amb aquesta manera de funcionament? Hi ha algun possible
inconvenient?

Podrieu determinar la concentracio dels components d’'una
mescla de cromofors a partir de valors d’absorbancia en el
punt isosbestic? Per que? | si en feu una segona mesura a una

altra \.?

Quins son les diferencies i similituds, en general, entre un
espectrofotometre i un colorimetre?
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DEPARTAMENT DE BIQQU[MICA | BIOLOGIA MOLECULAR. UNIVERSITAT DE VALENCIA
PRACTIQUES INTEGRADES DE METODES (1a part)

PRACTICA 2

ANALISI CINETICA D’'UN ENZIM LIPASA PER COLORIMETRIA
| TURBIDIMETRIA

2.1. Introduccio

L’'objecte d’aquesta practica és seguir dues activitats d’'un
mateix enzim: una lipasa. La funcido natural de les lipases és
hidrolitzar triacilglicérids en els seus components d’acids grassos i
glicerol; aquesta activitat es coneix com a activitat lipasa o
lipolitica i, tenint en compte que els triacilglicérids son insolubles
en aigua, el substrat ha de trobar-se emulsionat i la catalisi
ocorrer en un medi heterogeni. D’altra banda, les lipases també
posseeixen la capacitat d’hidrolitzar petits ésters solubles, una
activitat coneguda com a esterasa, en que la catalisi ocorre en un
medi homogeni.

En aquesta practica pretenem comprovar ambdues activitats
de la lipasa del pancrees porci (ppL): (a) l'activitat esterasa per
colorimetria, seguint la hidrolisi de I'acetat de p-nitrofenil (PNPA),
ja que el producte de la reaccio (p-nitrofenol) posseeix un maxim
d’absorcié a 400 nm, i (b) I'activitat lipasa per turbidimetria, per
una disminucio de la terbolesa (mesurada com a absorbancia a
660 nm) d’'una emulsié de proteina i oli d'oliva (lipoproteina
artificial). A més, comprovarem [I'efecte inhibidor de [Iacid
fenilboronic (PBA) sobre [l'activitat esterasa de [I'enzim.
Determinarem els parametres cinetics (Kn i Vmax) de l'enzim
sobre el substrat artificial PNPA en abséncia i preséncia
d’inhibidor PBA.

2.2. Materials, reactius i solucions
Materials

— Colorimetre

— Gradeta de tubs d’Eppendorf

— Pipetes Pasteur i xumets

— Cubetes de colorimetre de plastic d’1 mL

— Pipetes automatiques: 1000, 200 i 20 uL
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— Bany de gel

— Tubs Corning de 15 mL (4)

— Pipeta de vidre de 5ide 10 mL
— Tisores i Parafilm

Reactius

— Lipasa de pancrees porci, ppL (Sigma L-3126)
— Goma arabiga (Sigma G-9752)

— Oli d’oliva (Sigma 0O-1500)

— Albumina de sérum bovi, BSA (Sigma A-6003)
— Acetat de p-nitrofenil, PNPA (Sigma N-8130)
— Acid fenilboronic, PBA (Fluka 78181)

— Acetonitril (Panreac)

Solucions

— Solucié amortidora d’assaig, Tris-HCI 100 mM, pH 7,5. Ja
preparat (50 mL/ grup).

— PNPA 30 mM en acetonitril. Ja preparat (2 mL/grup).
Manteniu-lo en un tub de vidre folrat amb paper d’alumini.

— PBA 50 mM en una solucié amortidora d’assaig. S'utilitzara
per a preparar, pels estudiants, 1 mL a concentracio 20 mM.
Diluir emprant solucié amortidora d’assaig.

— ppL 10 mg/mL en una solucio amortidora d’assaig: 5 mL, a
preparar_pels estudiants. Guardeu-lo en un tub Corning.
Manteniu sempre la solucié d’'enzim freda.

— ppL 2 mg/mL: 5 mL (per dilucié 1/5 de I'anterior). Manteniu
sempre la solucio d’enzim freda.

— Lipoproteina artificial: 10 mL. Ja preparada. Cal obtenir-la
com segueix: a) Mescleu en un tub d’Eppendorf 97 uL d'oli

d’oliva i 903 uL de la solucié de goma arabiga al 2% (p/v) en
una solucido amortidora d’assaig. Emulsioneu-la bé fins que
n'obtingueu un aspecte blanc lletés (preferiblement,
exposeu-la a sonicacié 30 min o0 més). b) Mescleu en un tub
Corning 400 pL d’aquesta emulsié amb 9,6 mL de solucio de
BSA al 5% (p/v) en una solucié amortidora d’assaig, agiteu-la
suaument i incubeu-la a 30°C durant 30 min. Guardeu-la a
temperatura ambient.
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2.3. Procediment experimental

2.3.1. Activitat esterasa de la ppL

En primer lloc, cada grup ha de preparar les solucions de
'enzim ppL (a 10 mg/mL i 2 mg/mL) tal com hem descrit en
I'apartat 2.2 Solucions. Manteniu aquestes solucions en fred
durant tota la sessio.

Variacio de la velocitat d’hidrolisi amb la concentracio del substrat
PNPA

En aquesta experiencia heu de mantenir constant la
concentracié de ppL (0,1 mg/mL) i variar la de PNPA entre 0,3 i
2,1 mM. Cal preparar, per a cada cinetica, la mescla de reaccio
afegint directament a la cubeta de mesura els volums
corresponents de la taula 1. Tenint en compte que el PNPA és
inestable al medi aquds (s’hidrolitza), els tubs s’han de preparar i
quantificar d’'un en un. Per tant, per a cada tub cal afegir 'enzim i,
a continuacio, el substrat, just abans d’iniciar la cinética.

Meétode:

— Seleccioneu en el colorimetre la longitud d’ona de 400 nm.,

— Amb la cubeta que conté I'amortidor, cal fer un autozero en
comencar I'experiment.

— Per a comencar cada cinéetica, heu d’afegir-hi 50 uL de solucio
de ppL 2 mg/mL i, després, el substrat (PNPA 30 mM) que
corresponga. Agiteu-les rapidament i introduiu-les en el
colorimetre.

— Anoteu la Asgg cada 30 s durant 3 min.

TAULA 1

uL amortidor KL PNPA
(30 mM)

940 10

930 20

920 30

910 40

900 50

880 70
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Nota: heu d’injectar el PNPA en la solucio amortidora (no el deixeu sobre la
paret) i heu d’agitar-lo suaument per a mesclar (utilitzeu Parafilm). Eviteu
gue s’entelen les cubetes a linterior del colorimetre. Per a aixo és
convenient airejar el portacubetes.

Representeu en la mateixa grafica, per a cada concentracio
de PNPA, la variacio de Asqo en funcio del temps. Amb els valors
del pendent per a cada concentracio, representeu la variacio de la
velocitat inicial (AAsoo/S) en funcié de la [PNPA]. Realitzeu una
estimacié de la K, de I'enzim per a aquest substrat mitjancant
una representacio de dobles inversos.

Inhibicié de I'activitat esterasa de ppL per PBA

Abans de comencar, heu de preparar la solucio de I'inhibidor
20 mM en solucié amortidora d’assaig (1 mL cada grup) a partir
d’'una soluci6 estoc de 50 mM.

Els acids boronics (PBA) son, en general, inhibidors de
lipases. Pretenem comprovar la disminucié d’activitat de I'enzim
per la presencia de l'inhibidor PBA, aixi com la determinacio del
tipus d’inhibicié i constant de dissociacio (K;) de I'inhibidor.

En aguesta experiéncia heu de mantenir constants tant la
concentracio de ppL (0,1 mg/mL) com la de l'inhibidor PBA (0,5
mM) i heu de variar la del substrat, similarment a I'apartat anterior,
entre 0,3 i 2,1 mM. L’heu de fer igual que en I'apartat anterior,
d'acord a la taula 2, tot afegint-hi també I'enzim i el PNPA just
abans de comencar les mesures.

Metode:

— Per a comencar cada cinetica, heu d’afegir-hi 50 uL de solucio
de ppL 2 mg/mL i, despres, el substrat (PNPA 30 mM). Agiteu-
les rapidament i introduiu-les en el colorimetre.

— Anoteu la A4po cada 30 s durant 3 min.
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TAULA 2

ul LEL PB@ uL PNPA
amortidor (20 mM) (30 mM)
915 25 10
905 25 20
895 25 30
885 25 40
875 25 50
855 25 70

Determineu de nou els pendents de les representacions de
A0 en funcio de temps. Representeu en la mateixa grafica de
I'apartat anterior AA4o/s en funcié de la [PNPA]. Determineu, de
la mateixa manera que abans, Kn i Vmax, aixi com el tipus
d’inhibicié que exerceix el PBA. Determineu K; a partir de les
constants cinéetiques.

2.3.2. Activitat lipasa de la ppL: sequiment de la hidrolisi de
I'oli d’oliva per turbidimetria

Els productes de la hidrolisi dels triacilglicerids produeixen
un canvi de les propietats de I'emulsid que fa disminuir la
terbolesa. Heu de seguir la disminuci6 de la terbolesa, mitjancant
la variacié de la Agsp amb dues concentracions d'enzim. La
concentracio de substrat s’ha de mantenir fixa.

Cada cinetica s’ha de preparar directament en la cubeta de
mesura, d’acord amb la taula 3 (tot afegint-hi els reactius en
I'ordre en que apareixen).

Meéetode:

— Seleccioneu en el colorimetre la longitud d’ona de 660 nm.

— Amb la cubeta que conté la solucio amortidora, cal fer un
autozero en comencar I'experiment.

— Després d’afegir la lipasa a la cubeta, agiteu-la, introduiu-la en
el colorimetre i premeu el temps zero.

— Anoteu la Aggp cada 2 min durant 30 min. Podeu fer les dues
cinetiques simultaniament: prepareu les mescles en les
cubetes i realitzeu les mesures alternativament a intervals d’un
minut.
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TAULA 3

L
[ppL], ul B uL ppL
mg/mL amortidor Ilp;?i;?giegpa (10 mg/mL)
0,50 750 200 50
1,50 650 200 150

Representeu en la mateixa grafica la variacido de la Aggo €n

funcio del temps per a cada concentracio de lipasa. Durant la
hidrolisi, heu d’observar una disminucié de la terbolesa (Asso),
mes acusada com més gran €s la concentracio d’enzim.

2.4. Bibliografia

1.

BERGMEYER, H. U. (1974): “Methods in enzymatic analysis”,
vol. 2 (2a ed.), Verlag Chemie. Llibre de consulta sobre
procediments generals de mesura d’activitats enzimatiques
(biblioteca del departament).

SUGIHARA, A.; GARGOURI, Y.; PIERONI, G.; RIVIERE, C,;
SARDA, L.; VERGER, R. (1986): “Activities and interfacial
properties of Rhizopus delemar and porcine pancreatic lipases
after treatment with phospholipids” Biochemistry, 25, 3430-
3034. Article en que es descriu l'assaig turbidimetric de la
lipoproteina artificial (sol-liciteu-lo al professor de practiques).

2.5. Questions proposades

1.

Descriviu les reaccions que esteu mesurant en agquesta
practica.

Quins altres metodes es poden emprar per a mesurar
d’activitat lipasa?

Penseu que els metodes utilitzats podrien servir per a
determinar la concentracio de ppL en una mostra? Com?
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PRACTICA 3

MESURA DE L’ACTIVITAT ENZIMATICA | DELS METABOLITS
PER ESPECTROFOTOMETRIA

3.1. Introduccio

El primer objectiu d’aquesta practica és mesurar una activitat
enzimatica nucleasa utilitzant I'espectrofotometria en la regi6
ultraviolada. L’enzim que estudiarem és la nucleasa de micrococ
(MNasa o nucleasa de Staphylococcus aureus), enzim que
posseeix tant activitat endonucleolitica com exonucleolitica i que
pot hidrolitzar tant DNA com RNA. Entre els diferents metodes
espectrofotometrics, descrits per a la determinacié de l'activitat
nucleasa, utilitzareu el que es basa en I'efecte hipercromic, pel
qual la hidrolisi dels acids nucleics va acompanyada d'un
increment d’absorbancia a 260 nm.

Tot aprofitant aquesta propietat, heu de determinar les
velocitats inicials de la reaccio catalitzada per la MNasa com la
variacio d’absorbancia a 260 nm respecte del temps, en els
primers instants, emprant DNA com a substrat. Utilitzant aquest
procediment, heu d’esbrinar el rang de proporcionalitat entre la
concentracié d’enzim i la velocitat inicial.

En aquesta sessi0 també heu de determinar, utilitzant
reaccions catalitzades enzimaticament, la concentracié d'un
metabolit, I'etanol, en begudes. Aquesta determinacié es basa en
la transformacio del metabolit problema en un producte cromofor,
en una reaccidé catalitzada per un enzim, i la subsequent
quantificacié espectrofotométrica del cromofor. Es essencial que
la transformacio del metabolit siga completa i, per aixo, la reaccio
enzimatica ha d’estar desplacada termodinamicament cap a la
formacid del producte. En reaccions bisubstrat, la presencia del
segon substrat en excés facilita la transformacio completa. En
altres ocasions podeu utilitzar reaccions acoblades, de manera
gue el producte de la primera reaccio és transformat en un altre
compost en una segona (o tercera) reaccio. Aixi es garanteix la
transformacio total i la quantificacio precisa del metabolit
problema.
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3.2. Materials, reactius 1 solucions
Materials

— Espectrofotometre

— Cubetes de quars d’'1 mL

— Agitador de tubs

— Provetes: 50 mL i 100 mL

— Gradeta de tubs d’Eppendorf

— Pipetes automatiques: 1000, 200 i 20 uL
— Cubetes de colorimetre de plastic 1 mL
— Colorimetre

— Espatules: 1 grani 1 fina

— Pipetes Pasteur i xumets

— Tubs Corning de 50 i de 15

Reactius

— DNA d’esperma d’areng (Boehringer 223646) (4°C)

— MNasa: nucleasa S7 de Staphylococcus aureus, 15.000
U/mg (Boehringer 107921) estoc a 1 mg/mL en aigua
(—20°C).

— NAD" (Sigma N-7004)

— Alcohol-deshidrogenasa (Sigma A7011, 15000 U)

— Etanol absolut

— Cervesa

— Cervesa sense alcohol

Solucions

— Solucié amortidora d'assaig, Tris-HCI 10 mM, CaCl, 2 mM,
pH 9,0. Ja preparada (25 mL/grup).

— DNA substrat: 50 ug DNA/mL en una solucié amortidora
d’'assaig. Ha de donar una Ay aproximada de 0,9. Ja
preparat (25 mL/grup).

— MNasa (125 plL/grup). Diluiu la solucié estoc (1 mg/mL, ja
preparada): 2,5 puL solucido estoc + 122,5 uL de solucio
amortidora d’'assaig).

— Soluciéo amortidora de glicina/Tris, pH >9,0; 0,2 M glicina i
0,3 M Tris. Comproveu que el pH és superior a 9,0. Solucié a
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preparar_pels estudiants a partir_dels productes solids (25
mL/grup). MM glicina= 75; MM Tris= 121,1.

— NAD" 50 mM: 33 mg/mL en aigua. Ja preparada (0,6
mL/grup).

— Alcohol-deshidrogenasa 4 mg/mL en aigua. Ja preparada
(250 plL/ grup).

— Etanol 10 mM. Ja preparada (5 mL/grup).

3.3. Procediment experimental

3.3.1. Analisi de [|'activitat enzimatica nucleasa per
espectrofotometria

Determinaci® de la variacid6 de [l'activitat nucleasa amb la
concentracidé de MNasa

En aquesta experiencia heu de mantenir constant la
concentraci6 de DNA substrat (50 upg/mL) i si varieu la

concentracié de MNasa (entre 0 i 0,6 ng/mL), heu de determinar
les velocitats inicials.

Prepareu, en tubs d’Eppendorf, les mescles de la taula 1 (no
hi afegiu encara la MNasa, ja ho fareu just abans d’iniciar la
cinetica en I'espectrofotometre):

TAULA 1

Nre. Conc. final mL DNA puL MNasa
tub | MNasa (ug/mL) | (50 pg/mL) | (40 pg/mL)

0 0 1 0

1 0,08 1 2,0

2 0,16 1 4,0

3 0,32 1 8,0

4 0,48 1 12,0

5 0,64 1 16,0

6 0,80 1 20,0
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Preparacio de I'espectrofotometre:

— Enla cinetica, escolliu la longitud d’ona 260 nm.

— Temps total de la cinetica: 60 s.

— Valors d’absorbancia: cada 10 s.

— Escaolliu I'escala: una escala adequada per a aquest cas pot
ser entre 0,81 1,2.

— Ajust a zero: ompliu les dues cubetes (referencia i mostra)
amb la soluci6 amortidora d'assaig i heu de prémer
“autozero”. A partir d’ara només treballareu amb la cubeta
mostra | heu de deixar la cubeta de referencia que conté la
solucié amortidora d’'assaig en I'espectrofotometre.

Agafeu el tub 1 i hi afegiu la quantitat corresponent de la
mostra de MNasa. Agiteu-la i transferiu-la amb la pipeta Pasteur a
la cubeta. Col-loqueu-la en l'espectrofotometre i comenceu la
cinetica prement start. El tub 0 no cal mesurar-lo, pero s’ha de
conservar per a una experiéncia posterior.

Una vegada acabada la cinetica, heu d'imprimir la grafica
resultant | recuperar la mostra de la cubeta. Cal fer-ho de la
mateixa manera amb els tubs restants, tot afegint les quantitats
de MNasa corresponents (taula 1).

En acabar aguest experiment, heu de guardar a temperatura
ambient els tubs (0 al 6) que utilitzarem més tard.

Determineu les velocitats inicials amb els valors
proporcionats per I'espectrofotometre (calculeu el pendent en els
primers instants de mesura). Expresseu la velocitat inicial com a
AAsgo/min, representeu vg en funcidé de la concentracié d’enzim. Hi
ha una dependencia lineal entre concentracié d’enzim i velocitat
inicial? Es indefinida? Determineu-ne el rang de resposta lineal.

Espectres d’absorcidé del DNA intacte i del DNA hidrolitzat: efecte
hipercromic

Els experiments realitzats en l'apartat anterior han estat
possibles gracies a I'augment en l'absorcié que experimenta el
DNA en la despolimeritzacié, és a dir, per I'efecte hipercromic.
L’objecte d’aquest apartat €s obtenir els espectres d’absorcio del
DNA intacte i del DNA hidrolitzat, en la mateixa concentracio, i
comparar-los. Llavors, determinareu l'increment en el coeficient

d’extincid (Ag) que experimenta el DNA en la hidrolisi.
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Preparacio de I'espectrofotometre:

— Escolliu les longituds d’ona entre 400 i 220 nm.
— Manteniu una escala entre 0 i 2.
— Feu coincidir els dos espectres.

En la cubeta de mostra, col-loqueu el contingut del tub O de
'experiment anterior ("DNA intacte"). Realitzeu I'espectre |
determineu el valor numeric de Agso.

Feu l'espectre del tub 6 del mateix experiment ("DNA
hidrolitzat"). Obteniu també el valor de Ayg | imprimiu els dos
espectres que heu fet coincidir.

Determineu-ne Aeyeo (utilitzeu I'aproximacié d’'una MM per als
pb de 600).

3.3.2. Determinacio enzimatica d’etanol en la cervesa

L'etanol és present en productes d’origen biologic molt
diversos i és especialment abundant en begudes obtingudes
mitjancant fermentacio, com el vi o la cervesa.

L’etanol es pot determinar bioquimicament per Il'oxidacio
amb NAD" en preséncia d’alcohol-deshidrogenasa (reacci6 1):

(1) etanol + NAD* S acetaldehid + NADH + Ht

En principi, la formacié del NADH, mesurada per absorbancia en
la seua banda d’absorcio al voltant de 340 nm, és proporcional a
la quantitat d’etanol. No obstant aix0, I'equilibri d’aquesta reacci6
esta molt desplacat cap a I'etanol (K. = 1,94-10™ M 1), per la qual
cosa es fa imprescindible una segona reaccido acoblada que
assegure la conversié completa de I'etanol. L’oxidacio quantitativa
de l'etanol es pot aconseguir emprant reactius que "atrapen"
'acetaldehid. Una possibilitat és [I'eliminacié enzimatica de
I'acetaldehid en la reaccid0 acoblada catalitzada per aldehid-
deshidrogenasa (acetaldehid + NAD" — acetat + NADH + H"). De
la  mateixa  manera, s’ha  descrit que el Tris
[tris(hidroximetil)Jaminometa], en condicions de pH alt, forma
complexos amb compostos carbonil com 'acetaldehid, de manera
gue pot ser utilitzat com a agent atrapant en la determinacio
d’etanol.
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Els métodes enzimatics de determinaci6 d’etanol, com el que
utilitzareu, sén especialment sensibles i capagcos de quantificar
quantitats molt petites. Es per aix0 que aquests métodes es fan
servir per a investigacidé bioquimica i tecnologia d’aliments, en
clinica i, a més, en medicina forense, en la determinacié d’etanol
sanguini o en teixits.

En aquest apartat de la practica utilitzareu un métode
enzimatic de determinaci6 detanol, emprant alcohol-
deshidrogenasa i Tris, com a agent eliminador de I'acetaldehid.
Per a posar a prova el metode, heu de determinar el contingut
alcoholic en dues begudes comercials (cervesa i cervesa sense
alcohol).

Preparacio de patré i mostres (cervesa i cervesa sense alcohol):

— En primer lloc prepareu 25 mL de solucié6 amortidora de pH
glicina/Tris (glicina 0,2 M i Tris 0,3 M), 25 mL/grup. Feu els
calculs en grams que hi ha que pesar de cada producte solid |
dissoleu-los junts en un volum final de 25 mL amb aigua.
Comproveu, amb el pH-metre, que el pH és major de 9,0.

— Prepareu 1 mL d’etanol 1,0 mM a partir de la solucié estoc 10
mM proporcionada.

— Prepareu dilucions de les begudes d'acord amb el seu
contingut en etanol (que figura en l'etiqueta) i el quadre
seguent:

% etanol dilucié que cal utilitzar
(H,0)
<1,0 1/500 i 1/2000
1,0-55 1/2000 i 1/10000
55-12 1/10000 i 1/50000
=12 1/50000 i 1/100000

Prepareu en tubs d’Eppendorf les mescles de la taula 2.
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TAULA 2

[etanol] pl ulL +
tNurg estandards | etanol |pL H,O|amortidor L(HS_ONn'?I\[/I)) (Z“an/[r)nﬂ)
(uM) (1,0 mM) Gly/Tris
1 0 0 200 930 50 20
2 20 25 175 930 50 20
3 40 50 150 930 50 20
4 60 75 125 930 50 20
5 80 100 100 930 50 20
6 120 150 50 930 50 20
7 160 200 0 930 50 20
8 |cervesa, dil.1/2000, 200 uL 930 50 20
9 |cervesa, dil.1/10000, 200 pL 930 50 20
10 |sense alcohol, dil.1/500, 200 pL 930 50 20
11 |sense alcohol, dil.1/1000, 200 uL 930 50 20

Per tal de facilitar la preparacio dels tubs podeu fer servir la
seglent estrategia: en un tub a banda mescleu 11,2 mL (=930 nuL
x 12) de solucié amortidora de pH (Gly/Tris), 0,6 mL (=50 uL x12)

de NAD" 50 mM i 240 pL (=20 pL x 12) ADH 4 mg/mL. Afegiu 1
mL d’aguesta mescla a tots els tubs, de I'1 a I'11.

Els tubs de Il al 7 sOn estandards preparats amb
concentracions conegudes d'etanol, a partir dels quals s’ha
d’obtenir una corba patro.

En fer les mescles, la concentracié final de NAD" és
aproximadament 2 mM, en excés i saturant per a lI'enzim. La
concentracio final d’alcohol-deshidrogenasa és d’'unes 20 U/mL,
també en excés per a aconseguir una conversio rapida.

Finalment, heu d’afegir-hi I'enzim i incubar-ho a temperatura
ambient durant 15 min. Mesureu la Agsgo dels tubs amb el
colorimetre en cubetes de plastic. Podeu ajustar a zero amb el
tub 1.

(Nota: el maxim d’absorcio del NADH és 340 nm, pero les
mesures s’han de fer a 360 nm, perqué el colorimetre proporcione
valors més precisos).

Amb els resultats de la corba patré (Asso en funcié de la
concentracié detanol dels tubs 1 a 7) determineu, per
interpolacio, el contingut d’alcohol de les begudes problema.
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Expresseu-ho en g/100 mL (Mr etanol 46) i en mL/100mL
(densitat etanol, p = 0,789 g/mL).

Si el coeficient d’extinci6 molar del NADH a 360 nm és de

4270 M*-cm™, determineu el contingut d’etanol de les begudes
problema. Expresseu-ho també en g/100 mL i en mL/100 mL.

3.4. Bibliografia

1.

CUATRECASAS, P.; FUCHS, S.; ANFINSEN, C.B. (1967):
“Catalytic properties and specificity of the extracellular
nuclease of Staphylococcus aureus”. J. Biol. Chem., 242,
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metode de mesura d’activitat nucleasa basat en I'efecte
hipercromic (demaneu-lo al professor de practiques).

DiAz, P.; DABAN, J. R. (1986): “Enzymatic probes for histone-
DNA complexes: micrococcal nuclease activity under
conditions useful for the investigation of chromatin structure”. J.
Biochem. Biophys. Meth., 13, 57-59. Un article en quée
s'estudien les propietats de I'enzim MNasa que s'utilitza en
aquesta practica (sol-liciteu-lo al professor de practiques).

BERGMEYER, U. (1983) “Methods in enzymatic analysis”, vol. I i
vol. 1V, 3a ed. Verlag Chemie. Un llibre de consulta sobre els
procediments generals de mesura d’activitats enzimatiques i
de metabolits (biblioteca del departament).

. THOMAS, R. (1993): The denaturation of DNA. Gene, 135; 77-
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. WALKER, J. R. L. (1992): “Spectrophotometric determination of

enzyme activity: alcohol deshydrogenase (ADH)”. Biochem.
Educ., 20, 42-43. Un article breu sobre la utilitzacié6 de
I'espectrofotometria  en I'assaig d’activitat  alcohol-
deshidrogenasa (hemeroteca de ciencies).

CORNELL, N. W.; VEECH, R. (1983): “Enzymatic measurement
of ethanol or NAD in acid extracts of biological samples”. Anal.
Biochem., 132, 418-423. Un estudi detallat del procediment de
mesura d’etanol en mostres biologiqgues emprat en aquesta
practica (hemeroteca de ciencies).
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3.5. Questions proposades

1. A qué és degut 'augment d’absorcié que experimenten els
acids nucleics en la seua despolimeritzacio?

2. Quina és l'acci6 de I'enzim sobre el substrat (DNA)? El métode
gue utilitzem per a mesurar l'activitat enzimatica és adequat
tant per a endonucleases com per a exonucleases? | per a
RNases?

3. Com es podria utilitzar Ae per a passar la Vna d’unitats

arbitraries (AAzg/min) a internacionals (mols amb enllacos
trencats)?

4, Quines soOn les raons de la desviacid de la linealitat de
I'activitat enzimatica en variar la concentracio d’enzim? Si
suposem que I'enzim segueix la cinética de Michaelis-Menten,
quins son els parametres cinétics que es podrien obtenir? Com
es podrien determinar, en un assaig d'activitat nucleasa com el
gue s’ha emprat en aquesta practica? S’obtindria una recta en
una representacié de vo en funcio de [DNA] ([substrat])? Per
que?

5. En la valoracié d’etanol realitzada, quina és la sensibilitat del
metode?
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PRACTICA 4

INTERACCIO PROTEINA-LLIGAND, SEGUIMENT PER
FLUOROMETRIA

4.1. Introduccio

L’'objecte d’aquesta practica és que els estudiants es
familiaritzen amb I'Us de l'espectrofluorimetre: obtenir espectres
d’emissio | espectres d’excitacio; esbrinar la dependéncia de la
intensitat de fluorescencia amb la concentracid del fluorofor;
comprovar la influencia de I'entorn sobre I'espectre d’emissio d’un
fluorofor, i seguir la unid d’'un fluorofor a una proteina pels canvis
en I'espectre d’emissio.

Com a fluorofors utilitzarem I'anilinonaftalé-sulfonat (ANS) i
la proteina albumina de sérum bovi (BSA), la fluorescéncia
intrinseca del qual és deguda als residus de triptofan. D’altra
banda, és conegut que la BSA posseeix cavitats que poden unir
petits lligands relativament hidrofobics, com el ANS. Els canvis en
les propietats de fluorescéncia del ANS, després de la seua unio
a la BSA, permetran analitzar les caracteristiques d’aquesta unio.

4.2. Materials, reactius i solucions

Materials

— Espectrofluorimetre

— Gradetes de tubs, 2

— Cubetes d’espectrofluorimetre de 3 mL

— Pipetes automatiques: 5000, 1000, 200 i 20 pL
— Tubs de 10 mL

— Pipetes Pasteur i xumets

— Probetes de 251 50 mL

Reactius

— Metanol

— Etanol absolut

— Acid anilinonaftalé-sulfonic (ANS) (Sigma A-3125)

— Albdmina de sérum bovi, BSA (MM 64000, Sigma A-6003)
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Solucions

— Solucio Tris base 0,2 M; aquesta solucio s'utilitzara per_a
preparar, pels estudiants, una soluciéo amortidora de pH, Tris
10 mM, pH 7,5, (pKa= 8,1; 50 mL/grup), utilitzant també la
seguent solucio de HCI.

— Solucié HCI 0,1 M. Ja preparada.

— ANS 2 mM en aigua. Ja preparat (1 mL/grup).

— ANS 1 mM en aigua (per dilucié 1/2 de I'anterior, 1 mL/grup).

— BSA 1 mg/mL. Ja preparat (10 mL/grup).

— Etanol 50% (v/v), ja preparada.

4.3. Procediment experimental

4.3.1. Fluorofor BSA

Espectre d’emissio de la BSA i dependéncia amb la concentracio

Comenceu preparant 50 mL de solucié amortidora de pH
Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, a partir de Tris base 0,2 M i HCI 0,1 M.
Feu els calculs adients, agafeu el volums corresponents de les
solucions de partida, enraseu a 50 mL amb aigua i comproveu el
pH amb pH-metre.

Prepareu també 20 mL de la proteina BSA a concentracio
0,1 mg/ mL per dilucio de la solucié més concentrada (1 mg/mL).

La BSA és una proteina monomerica (MM 64000), la
capacitat d'absorcié de llum UV de la qual és consequencia,
principalment, del seu contingut en residus de triptofan. Aquests
son fluorescents i, doncs, la BSA és una proteina amb
fluorescencia intrinseca. La practica comengca amb la
comprovacié d’aquesta propietat amb la realitzacié d’espectres
d'emissi6 de la BSA a diferent concentracio, la qual cosa
permetra, a meés, analitzar la variacio de la intensitat de
fluorescencia amb la concentracio del fluorofor.

Prepareu en tubs de 5 mL les solucions de la taula 1, que
contenen concentracions creixents de BSA.

Transferiu les solucions a la cubeta de I'espectrofluorimetre
amb una pipeta Pasteur i obteniu-ne els espectres d’emissio.
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TAULA 1

HI— amortidor ],LL BSA Conc. final
(0,1 mg/mL) | BSA (ng/mL)
3000 0
2750 250
2500 500
2000 1000
1500 1500
1000 2000
500 2500
0 3000

Nota: la solucié de BSA s’ha d’injectar en I'amortidor (no en deixeu
sobre la paret) i s’ha d’agitar suaument per a mesclar-la.

Condicions del fluorimetre:

— Ay =280 nm.
— Valors de longitud d’ona d’emissio: des de 300 fins a 450
nm.

— Mesureu en primer lloc la soluci6 més concentrada.
D’aquesta manera escollireu I'escala més convenient.

Representeu la variacio de la intensitat de fluorescéncia, a la
longitud d’'ona del maxim d’emissio, en funcié de la concentracio
de proteina.

4.3.2. Fluorofor ANS
Espectres d’excitacio i d’emissio del ANS

En primer lloc, prepareu una solucio de ANS de concentracio
20 uM mesclant 30 uL de ANS 2 mM amb 3 mL d’etanol al 50%
(VIv).

Amb l'espectrofluorimetre, obteniu d’aquesta solucio
I'espectre d’emissié de fluorescencia, entre 400 i 600 nm. Utilitzeu
com a e la longitud d’ona del maxim d’absorcié (370 nm).

Amb la mateixa solucio, obteniu I'espectre d’excitacio entre
280 i 450 nm ajustant la L., amb el maxim obtingut en I'espectre
d’emissio determinat anteriorment.
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Espectre d’emissié del ANS en dissolvents de diferent polaritat

Per a analitzar la naturalesa de I'entorn sobre les propietats
d’emissié de fluorescencia d’'un fluorofor, preparareu solucions de
ANS en dissolvents de diferent polaritat, d’acord amb la taula 2.

TAULA 2
: ulL plL ulL uLl ANS
Dissolvent metanol | etanol | aigua | (2 mM)
Aigua - - 3000 30
Metanol 20% 600 - 2400 30
Metanol 40% 1200 - 1800 30
Metanol 60% 1800 - 1200 30
Etanol 20% - 600 2400 30
Etanol 40% - 1200 1800 30
Etanol 60% - 1800 1200 30
Condicions del fluorimetre:
— Agy =370 Nm.
— Valors de longitud d’ona d’emissié: des de 400 fins a 550
nm.

— Mesureu en primer lloc la soluciéo amb etanol 60%. D’aquesta
manera escollireu I'escala més convenient.

Observeu el canvi en els espectres i interpreteu-los.

4.3.3. Interaccido ANS-BSA

El fluorofor ANS s’uneix a la proteina BSA i aquesta unio
esta acompanyada per un canvi important en les propietats de
fluorescéncia del ANS. Aix0 permetra coneixer la concentracio del
lligand ANS unit a la proteina (complexos ANS-BSA) i, a partir
d’aix0, heu de determinar la constant d’associacio del ANS a la
proteina.

Prepareu una serie de solucions amb la mateixa
concentracié final de proteina BSA (0,213 mg/mL, MM 64000),
pero variant la concentracié de ANS, d’acord amb la taula 3.
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TAULA 3

L uL BSA uLl ANS

[ANS]o kM amoP:tidor (1 mg/mL) | BLH0 11 mm)
0 2300 640 60 0
1,0 2300 640 57 3
2,0 2300 640 54 6
40 2300 640 48 12
6,0 2300 640 42 18
8,0 2300 640 36 24
10,0 2300 640 30 30
12,0 2300 640 24 36
16,0 2300 640 12 48
20,0 2300 640 0 60

Per tal de facilitar la preparacio dels tubs podeu fer servir la
segilient estrategia: en un tub a banda mescleu 25 mL (=2300 uL
x 11) d’amortidor i 7 mL (=640 uL x 11) de BSA, 1 mg/mL. Afegiu
3 mL d’aquesta mescla a tots els tubs. Afegiu a continuacio6 el que
corresponga dels altres components, aigua (per tal d’ajustar els
volums) i ANS 1 mM.

Condicions del fluorimetre:
— A =370 Nm.
— Valors de longitud d’ona d’emissio: de 400 a 550 nm.
— Mesureu en primer lloc la solucid més concentrada en ANS.
D’aquesta manera escollireu I'escala més convenient.

Determineu la intensitat de fluorescéncia (Ig) a Aem del maxim
per a cada concentracid de ANS. Interpreteu els resultats.

Assumiu que la BSA només conté un lloc d’unié per al ANS |
determineu la constant d’associacio (K;). Per a aix0 tingueu en
compte el que segueix:

L’equilibri que governa aquesta unio:

ANS + BSA 5 ANS-BSA

Que li correspon la constant de dissociacio (Kq=1/Ky)
Kq= [ANS][BSA]/[ANS-BSA],

en que [ANS] i [BSA] son les concentracions de ANS i BSA
lliures, no units, respectivament. Per a qualsevol concentracié de
ANS,
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lr= Q-[ANS-BSA],

en que Q és la constant de proporcionalitat entre I i la
concentracié per al fluorimetre particular emprat. En condicions
de saturacio del lligand ANS, es compleix que:

lFmax. = Q-[BSA]o,

I [BSA]o és la concentracio total de proteina BSA.
Aixi mateix, també:
[ANS] = [ANS]o -[ANS-BSA],

I [ANS]o és la concentracio total del lligand ANS.

Amb tot, s’arriba a la funcié de saturacido expressada en
termes d’intensitat de fluorescéncia:

IE= Iemax -[ANS]/(Kg+[ANS])

La representaciéo dels dobles inversos (1/Ir vs 1/[ANS]) ha
d’originar una linia recta que permeta la determinacio de Ky i, per
tant, K.

4.4. Bibliografia

1. STRYER, L. (1968): “Fluorescence spectroscopy of proteins”,
Science, 162, 526-533. Un article sobre les tecniques
d’espectroscopia de fluorescencia per a I'estudi de 'estructura,
les interaccions i la dinamica de les proteines (hemeroteca de
ciencies).

2. MOLLER, M.; DENICOLA, A. (2002): “Study of protein-ligand
binding by fluorescence”, Biochem. Mol. Biol. Edu., 30, 309-
312. Descripcié d’'una practica molt semblant a la que heu
realitzat, encara que emprant una aproximacio diferent per a
I'analisi de les dades de fluorescéncia i la determinacio de la
constant d’'unié ANS-BSA (demaneu-la al professor).
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4.5. Questions proposades

1.

Quina diferéncia hi ha entre els espectres d’absorcid, excitacio
I emissio de fluorescencia? Dibuixeu els espectres d’absorcio,
emissio | excitacié que cal esperar d’'una proteina com la BSA,
I indiqueu-ne en cada cas la longitud d’ona del monocromador
fix.

En l'apartat 4.3.2 amb ANS com a fluorofor, canviaria
I'espectre d’emissid en variar la Aex (per exemple, emprant una

A Un poc MEs baixa o0 un poc més alta que Aex del maxim)?
Com? Per qué? | I'espectre d’excitacid, canviaria si varieu la

Aem? Per que?

. Justifiqueu la (frequent) utilitzaci6 del ANS per a detectar

canvis conformacionals en proteines.

Podrieu determinar la constant d’'unido del ANS a la BSA a
partir de les dades de I'experiment 4.3.3? Caldria corregir els
espectres?

Compareu, després de la realitzaci6 de la practica, les
diferencies en l'equip, i la manera d'operar entre un
espectrofluorimetre i un espectrofotometre UV-VIS.
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DEPARTAMENT DE BIQQU[MICA | BIOLOGIA MOLECULAR. UNIVERSITAT DE VALENCIA
PRACTIQUES INTEGRADES DE METODES (1a part)

PRACTICA 5

SONDES FLUORESCENTS: DETERMINAC[O DE LA
CONCENTRACIO DE Ca** | DETERMINACIO DEL pH

5.1. Introduccid

Una sonda fluorescent és un compost fluorofor les propietats
d’excitacio i/o d’emissio del qual canvien en unir-se a un metabolit
problema amb el qual interacciona especificament. La magnitud
del canvi fluorescent depén de la quantitat de complex sonda-
metabolit produit, la qual cosa és al seu torn una funcio de la
concentracié del metabolit problema. Les mesures del canvi de
fluorescéncia amb un fluorimetre permeten determinar la
concentracié del metabolit problema.

L’'objecte de la practica és emprar la fluorescencia per a
determinar la concentracié de Ca®* o el pH d’una solucié. Per a
aquests casos, utilitzarem sondes fluorescents amb propietats
d’emissid6 que varien amb la magnitud que cal mesurar: la
concentraci6 de Ca** o el pH. Comprovareu com els espectres
d’excitacié dels fluorofors QUIN2 i 2’,7-bis-(2-carboxietil)-5-(6)-
carboxifluoresceina (BCECF) varien en unir Ca** o en canviar el
pH respectivament. Després d’analitzar els espectres d’excitacio,
heu d’obtenir corbes patré que permetran esbrinar la concentracio
de Ca®* o el pH d'una solucié problema.

5.2. Materials, reactius i solucions
Materials

— Espectrofluorimetre

— Tubs de 5 mL

— Cubetes d’espectrofluorimetre de 3 mL

— Pipetes automatiques: 5000, 1000, 200 i 20 pL
— Gradetes de tubs

— Pipetes Pasteur i xumets

— Tubs corning 15 mL (12)
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Reactius

— QUIN2 (Interchim FP-AY6581)

— 2',7’-bis-(2-carboxietil)-5-(6)-carboxifluoresceina (BCECF,
Molecular Probes, Invitrogen B-1151)

— HCI concentrat

Solucions

— Solucié amortidora Tris-HCI 10 mM, pH 7,5. Ja preparat (10
mL/grup). Aquesta solucié s’ha de preparar amb un Tris
especial, de contingut molt baix en Ca®", Tris-base (Roche,
ref. 03573826001).

— Solucio fosfat monosodic (NaH,PO,4) 50 mM. Ja preparat.

— Solucié fosfat disodic (Na;HPO,) 50 mM. Ja preparat.
Aquesta solucio i I'anterior s'utilitzaran, pels estudiants, per a
preparar solucions de diferent pH.

— BCECF 10 uM, en un amortidor Tris-HCI 10 mM, pH 7,5. Ja
preparada (1 mL/grup).

— QUIN2, 1 mM, en un amortidor Tris (especial)-HCI 10 mM,
pH 7,5 (e35.= 5000 M*cm™, sense Ca*"). Guardeu la solucié
en un tub de vidre folrat amb paper d'alumini. Ja preparada
(0,5 mL/grup).

— CaCl,; 1 mM, en un amortidor Tris (especial)-HCI 10 mM, pH
7,5. Ja preparada (1 mL/grup).

— MgCl; 1 mM, en un amortidor Tris (especial)-HCI 10 mM, pH
7,5. Ja preparada (1 mL/grup).

5.3. Procediment experimental

5.3.1. Fluorofor QUIN2

Espectre d’excitacio de QUIN2 i de QUIN2-Ca*"

Col-loqueu en la cubeta de I'espectrofluorimetre 2,9 mL de la

solucié amortidora de Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 i hi afegiu 100 uL
de la soluci6 1 mM de QUIN2. Obteniu I'espectre d’excitacid
emprant un rang de longituds d’ona d’excitacio entre 290 i 400 nm

I utilitzant una Aem de 495 nm.

A continuacio, afegiu en la mateixa cubeta 5 uL de la solucio
de CaCl, 1 mM i obteniu un nou espectre. Tot sequit, hi afegiu, de

5 en 5 ulL, la mateixa solucié de Ca®" i repetiu aquesta operacio,
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tal i com indica la Taula 1, fins que observeu que hi ha saturacio
(aproximadament 10-12 addicions) Després de la realitzacio de

cada espectre, determineu la intensitat de fluorescencia a la A
maxima d’excitacioé (=328 nm).

TAULA 1

woac, | Gone

1 mM i

C&Clz, MM

0 0

(+5) 5
(+5) 10
(+5)15
(+5) 20
(+5) 25
(+5) 30
(+5) 35
(+5) 40
(+5) 45
(+5) 50
(+5) 55

Representeu les dades d’intensitat de fluorescencia en
funcié de la concentraci6 de Ca®" resultant després de cada
addicio de la solucio de CacCl; i obteniu aixi una corba patro.

Servirien igualment el resultats dels espectres d’emissio que
els d’excitacié per a les determinacions de Ca**?

Determinacio de la concentracioé de Ca®" en una solucio problema

Col-loqueu en altres tubs 2800 uL de solucié amortidora de
Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, i hi afegiu 100 uL de la solucié 1 mM de
QUIN2 i 100 uL de la solucié problema, de la qual voleu conéixer
la concentracié de Ca*'. Obteniu I'espectre d’excitacié de la
mateixa manera que abans. Interpoleu el valor de I a 340 nm en
la corba patré i deduiu la concentracié de Ca*".

Determineu, de la mateixa forma, la concentracié de Ca®* en
I'aigua de l'aixeta (utilitzeu inicialment 100 pL).
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Especificitat del QUIN2

Heu de comprovar si la unié6 de I'i6 Ca®" al QUIN2 és
especifica o, per contra, hi ha altres cations divalents, com el
Mg?*, també abundant en sistemes bioldgics, que també poden
induir canvis en les propietats de fluorescéncia del QUIN2. Per a
esbrinar aquesta questio, heu d’emprar la sal MgCl..

Afegiu a un tub 2800 uL de I'amortidor de Tris-HCI 10 mM,
pH 7,5, 1 100 uL de QUINZ2, 1 mM. Realitzeu I'espectre d’excitacio
amb una Aem de 495 nm. A continuacio afegiu, en la mateixa
cubeta, 100 pl d’'una solucié 1 mM de MgClI; i obteniu-ne un nou
espectre. La preséncia de Mg?" altera I'espectre d’'excitacid del
QUIN2? Es llavors el QUIN2 especific per a la deteccid i
quantificacié de Ca®"?

5.3.2. Sonda fluorescent BCECF (2’,7'-bis-(2-carboxietil)-5-(6)-
carboxifluoresceina)

Espectres d’excitacio de BCECF: efecte del pH

En primer lloc prepareu les solucions amortidores a diferents
pH mesclant, en diferents proporcions com indica la segtent taula
(Taula 2), fosfat monosodic 50 mM | fosfat disodic 50 mM.
Prepareu 10 mL de cada solucio amortidora. D’aguesta forma es
disposara d'una serie de solucions amortidores de igual
concentracié (50 mM en fosfat sodic) i de diferent pH. Anoteu els
valors de pH teorics.

TAULA 2
H H
NaHPO4:NaHPO, te%ric obspervat
10:0 <5,0
9:1
8:2
7.3
6:4
2:5
4:6
3:7
2.8
1:9
0:10 >9,0
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Agiteu bé les mescles i determineu, amb el pH-metre, el pH

resultant de cada tub.

A continuacio prepareu les solucions de BCECF (pK, = 6,98)
a diferents pH emprant aguestes solucions amortidores de fosfat
sodic. Per a aix0, mescleu en tubs, 3 mL de cada solucio

amortidora de fosfat sodic de pH conegut i 20 uL de la sonda
BCECF a 10 uM. Obteniu lI'espectre d’excitacié de cada solucio

emprant un rang de Aex entre 400 i 520 nm i una Aem fixa de 530
nm. Compareu els espectres obtinguts. Deduiu de cada espectre

d’excitacio, a diferent pH, la intensitat de fluorescéncia a Aex de

495 nm.

Nota: resulta convenient mesurar en primer
lloc la solucié de pH més alt, després rentar
la cubeta i, a continuacié, mesurar les altres
solucions en ordre creixent de pH sense
necessitat de rentar la cubeta entre mesures.

Representeu els valors de I en funcio
del pH per a obtenir la corba de calibratge
0 patro.

Determinaci6 del pH d’'una solucid problema

TAULA 3

pH

|
observat F

pH
problema=

pH aigua de
l'aixeta=

pH aigua
destil-lada=

Afegiu 3 mL de la solucié problema de pH desconegut a la
cubeta de I'espectrofluorimetre. A continuacio, hi afegiu 20 uL de
BCECF 10 uM i obteniu I'espectre d’excitacio en les mateixes
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condicions que les emprades per a la corba de calibratge.
Determineu la Ir a Aex de 495 nm.

Repetiu de igual forma els espectres amb aigua de l'aixeta i

amb aigua destil-lada.

Interpoleu el valor de I en la corba patré anterior i deduiu els

pH de les solucions problema.

5.4. Bibliografia
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5.5. Questions proposades

1.

Qué es pot deduir de la comparacio dels espectres obtinguts
del QUIN2 en abséncia i preséncia de Ca**? Com expliques
elszcanvis en les propietats de fluorescencia del QUIN2 pel
Ca”™?

Els espectres d’excitacio del QUIN2 son diferents segons la
concentracié de I'i6 Ca®". Creieu que també seran diferents
els espectres d’emissio? Es podrien emprar els canvis en els
espectres d’emissio, induits pel Ca**, si n’hi hagueren, per a
estimar la concentracid d’'aquest cati6 en una solucio
problema?

Hi ha algun punt isoemissiu (punt isoestilbic) en els
espectres d'excitacié del QUIN2 amb i sense Ca?**? Qué
s’entén per punt isoemissiu?

Que deduiu de la comparacio dels espectres d’excitacié del
QUINZ2 en presencia de CaCl, i MgCl,?

Qué es pot deduir de la comparacio dels espectres obtinguts
amb BCECF a diferent pH? Quina informacié proporciona la
representacié de la intensitat de fluorescéncia en funcio del
pH?

Quines limitacions pot tenir la BCECF per a la mesura del
pH?
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PRACTICA 1: INTRODUCCIO A LESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

Introduccioé
Espectre d’absorcio

® ’hemoglobina (Hb) presenta diverses bandes hemoglobina, visible
d’absorcid a A visibles, a causa del cofactor hemo,
la qual cosa li dona el color roig.

® E| blau de bromofenol és un indicador del pH amb
espectres d'absorcié diferents per a les formes
protonada i no protonada.

® | es mesures d'absorbancia a A visible es realitzen

amb un colorimetre.

Absorbancia

400 500 600
Coeficient d’extinci6 de ’lhemoglobina a 405 nm e Ll
® Mesureu A,y); de solucions de Hb a diferents
concentracions conegudes. Ags J
® Lambert-Beer: A, = ¢, |-c. Representeu A,y; davant w
de concentraciéo (mg/mL i/o M) de Hb. Ajusteu el
tram lineal i obteniu el pendent (= g45°1).
® Deduiu 495 (I = 1 cm) i expresseu-ho en M-*-cm i
(mg/mL)"-cm™. e
® A,o5 de mostres de Hb del problema X i Y. Deduiu
la concentracio interpolant sobre la recta anterior o
a partir del g4 Diluiu les solucions
convenientment si cal. =
[HB]prob

\ pendent = £45°

[Hb], M (0 mg/mL) ,



PRACTICA 1: INTRODUCCIO A LESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

Influéncia del pH sobre I'espectre d'absorcié del blau de bromofenol

® E| blau de bromofenol és un indicador del pH amb I'equilibri de dissociacié:
IH S |- + H*
al qual correspon la constant: K= ([I][H*])/[IH]. Aixi també:
pH= pK, + log ([I'/[IH])

Si el pH és baix (pH<<pKa), només IH. Si el pH és alt (pH>>pKa), només I-. Si el pH
és al voltant de pK,, ambdues formes coexisteixen al 50%.

" Els espectres d’absorcié de les formes protonada (IH) i desprotonada (I) son
diferents, amb diferents A, [A4(IH) i Ax(1)].

" La A en qué les dues formes absorbeixen igualment (els espectres es creuen): punt
isosbestic (A;,)-

" Mesureu A,; i A,, duna soluci6 (de 5 1.0t 53
concentracié coneguda de l'indicador) a pH ::308_
baix (pH 2,4; només hi ha IH). Deduiu gy i &
& Les unitats dependran de les §0‘6-
utilitzades per a la concentracio.
" Mesureu A,; i A,, duna soluci6 (de 0.41
concentracié coneguda de l'indicador) a pH 0.21
alt (pH 5,8; només hi ha I'). Deduiu g i

Er2(IM)




PRACTICA 1: INTRODUCCIO A LESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

Concentracio de cromofors en mescles

® ['absorbancia a dues A, A, i A,, permet determinar les concentracions de les
dues formes, dissociada i no dissociada, en qualsevol pH (o determinar el pH
a partir d’'aquests valors d’absorbancia) en qualsevol solucié en quée sén
presents.

® Apliqueu el sistema de dues equacions:
At = Gl C + &4 71Cr

A= gowlcn *t &ylcr

® Mesureu A,, i A,, de les soluciones de blau de bromofenol en qualsevol pH
(per exemple, pH 3,4 i 4,2). Apliqueu les equacions anteriors i deduiu les
concentracions de IH i I-.

= Com soOn els valors de A, en els diferents pH? Per definicié de punt
isosbéstic, han de ser iguals per a tots els pH.



PRACTICA 2: ANALISI CINETICA D'UN ENZIM LIPASA PER
COLORIMETRIA | TURBIDIMETRIA

Introduccio

® Enzim = lipasa de pancrees porci (pplL)

® Presenta activitat ESTERASA:
* Hidrolitza enllagos ester de molécules solubles (per exemple, acetat de p-nitrofenil,
PNPA).
* Catalisi en medi homogeni.
* Seguiment per COLORIMETRIA (A4q0, @aparicioé d’'un producte acolorit, p-nitrofenol,
groc).
* Estudiarem I'efecte inhibidor del PBA (acid fenilbordnic) sobre I'activitat esterasa.

® Presenta activitat LIPASA:
* Hidrolitza triglicérids (per exemple, 'oli d’oliva) i origina acids grassos lliures i
glicerol.
* El substrat, com que és insoluble, ha d’estar emulsionat amb una proteina (BSA)
com a lipoproteina artificial.
* Catalisi en un medi heterogeni.
* Seguiment per TURBIDIMETRIA (Aggo) @amb I'ts d'un colorimetre.



PRACTICA 2: ANALISI CINETICA D'UN ENZIM LIPASA PER
COLORIMETRIA | TURBIDIMETRIA

Estudi de I'activitat esterasa

Variacié de la velocitat d'hidrolisi del substrat amb la concentracio: determinacio de Km

® Enzim = lipasa de pancrees porci (ppL) a una concentracio constant de 0,1 mg/mL.
® Substrat = PNPA (acetat de p-nitrofenil), concentracié variable.
® Reacci6 de I'activitat ESTERASA:

? Lipasa, ppL
OZN@O-C-CH_; — OZN@OH + “00C-CH;
2

PNPA, PNP. acetat
incolor groc, Ayoo

A400

® Determinacio dels parametres cinétics K, i

V [PNPA], M

max*

" Per a cada concentracid de substrat (PNPA)
determineu la A,y, cada 30 s, durant 3 min.
Representeu A,y,, durant el temps (min) i
obteniu el pendent en els primers instants
(t—0, la tangent): pendent = v, (AA,5o/min).

temps, min



PRACTICA 2: ANALISI CINETICA D'UN ENZIM LIPASA PER

COLORIMETRIA | TURBIDIMETRIA

= Realitzeu les representacions directa (v, vs [PNPA]) i de dobles inversos
(1/vy vs 1/[PNPA]). No oblideu incloure-hi les unitats.

® Deduiu K, i V5« (dobles inversos) de la ppL per a aquest substrat, PNPA.

Representacié directa

(AA490/min)

— Vméx.[PNPA]
% K, + [PNPA]

X |#---mmmnst

i [PNPA], M

Representacié de dobles inversos

1hvg
(AA 4go/min)”!

1/[PNPA], M-"



PRACTICA 2: ANALISI CINETICA D'UN ENZIM LIPASA PER
COLORIMETRIA | TURBIDIMETRIA

Estudi de I’activitat esterasa

HO OH

\B/
Efecte inhibidor de 'acid fenilbordnic (PBA)

® ppL a una concentracié constant, 0,1 mg/mL.
= Substrat PNPA, concentracio variable.
® Inhibidor acid fenilboronic a una concentracioé de 0,5 mM

Acid fenilboronic, PBA

® Determineu igualment que abans v, per a cada [PNPA] en preséncia de
I'inhibidor PBA 0,5 mM.

" Obteniu K, i V., amb inhibidor (és a dir, K, ., I Vi) de la
representacio de dobles inversos.



PRACTICA 2: ANALISI CINETICA D'UN ENZIM LIPASA PER
COLORIMETRIA | TURBIDIMETRIA

® Determineu v, per a cada [PNPA] en preséncia de I'inhibidor PBA 0,5 mM.

® Obteniu K, i Vi, amb inhibidor (K, ., I Viacap) de la representacio de
dobles inversos.

® Determineu el tipus d’inhibicio exercit pel PBA comparant aquests
parametres en preséncia i en abséncia de I'inhibidor.

Representacio de dobles inversos

1ivq
Adoof + [PBA], 0,5 mM (AA4go/min)*
pen‘ (t=0) =] VO//'/ //,,,
/ [PNPA], M
1/Vméx.,ap
[
temps, min T A K e 1/[PNPA], M-!

10
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PRACTICA 2: ANALISI CINETICA D'UN ENZIM LIPASA PER
COLORIMETRIA | TURBIDIMETRIA

Estudi de I’activitat lipasa: seguiment per turbidimetria

Variacio de la velocitat d’hidrolisi de TAG amb la concentracié d’enzim

® Enzim = lipasa de pancrees porci (ppL) a una concentracié constant, 0,1 mg/mL.
= Substrat = triacilglicerids (TAG) en forma de lipoproteina artificial (emulsié TAG amb BSA)
® Reaccio activitat LIPASA:

Triacilglicerid (TAG) ——> Acids grassos + glicerol
Lipoproteina artificial Més soluble, menys térbol,
(TAG, proteina) menor, Aggo
Suspensio térbola, Agg

" La llum és dispersada per les particules en
suspensid. El descens de la terbolesa amb la
hidrolisi de TAG, es mesura com a Agg.

® Dues concentracions de ppLAg, cada 2 min,
durant 30 min. Representeu Ag, en funcio del
temps.

® Després d'un temps de retard, la Agg disminueix
amb un pendent proporcional a la quantitat de ppL.

= E| temps de retard (en el qual la ppL interacciona
amb la lipoproteina i produeix la seua activacio)

també depén de [ppL], més curt amb més enzim.

11



PRACTICA 3: MESURA DE L’ACTIVITAT ENZIMATICA | DELS
METABOLITS PER ESPECTROFOTOMETRIA

Introduccio

® Mesura d’activitat d’hidrolisi del DNA per espectrofotometria amb llum UV.

= Contingut d’etanol en aliments emprant reaccions enzimatiques i espectrofotometria.

Valoracié de I’activitat nucleasa per espectrofotometria UV

" Enzim:
* Nucleasa de micrococ (MNasa)

* Activitat endo- i exo- nucleasa sobre DNA (i també RNA)

® Substrat:
* DNA de doble cadena (d’esperma d’areng).

® Fonament: efecte hipocromic
* La hidrolisi del DNA incrementa A.g,. L'absorci6 de
llum UV de les bases és menor quan formen part
d’un polinucledtid que quan soén lliures.

® Velocitat de reaccid (v,) seguint A,g, en funcio del
temps

® El pendent quan t—0 és v,

Temps (s)

12
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PRACTICA 3: MESURA DE L'ACTIVITAT ENZIMATICA | DELS
METABOLITS PER ESPECTROFOTOMETRIA

Variacio velocitat d'hidrolisi del DNA amb la concentracio MNasa (vQ Vs [enzim])

= [DNA]: constant (50 ug/mL)
® [MNasa]: variable (entre 0 0,6 ug/mL)

® Una cinética per a cada [MNasa], en qué es determine v, a partir dels pendents a t= 0.

® Representeu v, en funcié de [MNasa] i estimeu el rang en el qual v, és proporcional a
la [MNasa]. Només en aquest tram:

* Com que v, = constant-[E],, una mesura
de v, permet esbrinar la concentracio de
MNasa en una solucio problema

Pendents (t—0) = v,

t(s)

13

13



PRACTICA 3: MESURA DE L'ACTIVITAT ENZIMATICA | DELS
METABOLITS PER ESPECTROFOTOMETRIA

Observacioé de I'’efecte hipercromic i determinacio de Ag,,

® Compareu els espectres de DNA bicatenari (N)

i de DNA hidrolitzat (H) (a igual concentracio) - Dbt lEsEE T L)

Al -~ DNA hidrolitzat (H)
= Calculeu Ag,, a partir de AA,q, produit com a

consequéncia de la hidrolisi

lcm
N /
AN = &1 [DNA]
H AN
Ao = &I [DNA] APogo= Azeo - Azeo

APoggo= (el ebsg)''IDNA]

ARgeo= (Agsg ) I [DNA] o = AAgeo T
260" |.[DNA] 260 A, nm

® Determinarem Ac™ (per mol de parell de bases/L) i

haurem de transformar les unitats de [DNA]: Significat de Ag,q,'™
[DNA] (mg/mL) = [DNA] (mol de pb/L) Es el AA,¢, que es produeix per
cada mol de parell de bases/L
sabent que la Mr d’un parell de bases és aprox. 600. alliberat des del polimer.

14
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PRACTICA 3: MESURA DE L'ACTIVITAT ENZIMATICA | DELS
METABOLITS PER ESPECTROFOTOMETRIA

Determinacié enzimatica d’etanol en aliments
= Avantatges dels métodes enzimatics en la determinacié de metabdlits:
* Sensibilitat (permet detectar quantitats molt petites)
* Especificitat (permet distingir entre molécules semblants)
* Precisi6 (permet obtenir resultats reproduibles)
* Rapidesa

= Quan s'utilitza una reaccié enzimatica per a determinar un metabolit: X —> Y
és perqué X no pot mesurar-se directament, perd pot transformar-se, mitjangant una
reaccio enzimatica, en Y, que si que pot quantificar-se per espectrofotometria.

® Consideracions que cal tenir en compte:
* La K,q de la reaccié ha de ser molt alta (equilibri desplagat cap a la formacio de Y).

* En reaccions bisubstrat: X + S2 -E—> Y el segon substrat (S2) ha d’estar en
exceés.

* Si la Kyq no és molt alta, pot utilitzar-se una reaccio acoblada (enzimatica o
quimica): E
X +S2 ==Y +P2

E2
P2 + S3 —> P3
* La concentracio de I'enzim o els enzims ha de ser prou alta per a arribar a

I'equilibri en poc de temps.
15
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PRACTICA 3: MESURA DE L'ACTIVITAT ENZIMATICA | DELS
METABOLITS PER ESPECTROFOTOMETRIA

Determinacio enzimatica d’etanol en aliments

® Mostra: cervesa amb i sense alcohol.

" Fonament:
°L’etanol és oxidat per I'enzim alcohol-deshidrogenasa (ADH) a acetaldehid, i es
redueix el coenzim NAD* a NADH, que absorbeix a 360 nm:

ADH Aseo
Etanol + NAD* 2 acetaldehid + NADH + H*

* La K, és molt petita, desplagada cap a I'esquerra. Per a aconseguir desplagar-la cap
a productes (acetaldehid i NADH + H*) s'utilitza pH basic (>9,0) i una alta
concentracio de Tris (0,25 M), que forma un complex amb I'acetaldehid, i actua aixi
com a “agent atrapant”, amb el qual es consumeix tot I'etanol.

ADH Aseo
Etanol + NAD* 2 acetaldehid + NADH + H*

acetaldehid + Tris == Tris-acetaldehid

* La [NAD*] és alta i no limitant (2 mM en l'assaig), i la quantitat d’/ADH ha de ser
suficient perqué la transformacié ocorrega rapidament.

* A partir de la Az, del NADH es dedueix la concentracié d’etanol en la mostra
problema mitjangant dues vies possibles.

16
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PRACTICA 3: MESURA DE L'ACTIVITAT ENZIMATICA | DELS
METABOLITS PER ESPECTROFOTOMETRIA

® Realitzeu la mateixa reacci®6 amb quantitats
conegudes d’etanol.

® Representeu Asq, davant de [EtOH].

® Ajusteu a una recta, eviteu els valors de
saturacio.

" Interpoleu la Azq, de les mostres problema.

® Assegureu-vos que els valors queden en el tram
lineal.

®" Deduiu la [EtOH] de les mostres originals
(cervesa amb i sense alcohol) tenint amb compte
les dilucions i els volums emprats.

® Obteniu el % (g d’etanol/100 mL)

® Alternativament, podeu utilitzar e = 4.270 M-
'cm' del NADH per a calcular-ne la concentracio
i deduir, amb l'estequiometria de la reaccio, la
concentracio d’EtOH en la mostra problema.

® Quin métode és més exacte?

A360

rob
'&360

[EtOH], o5 [EtOH], mM

Si s’han realitzat duplicats o dilucions
diferents d'una mateixa mostra, el
resultat final ha de ser la mitjana.
Compareu els valors obtinguts amb els
que proporciona el fabricant.

17
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PRACTICA 4: INTERACCIO PROTEINA-LLIGAND. SEGUIMENT
PER FLUORIMETRIA

Introduccio

® Dos fluorocroms: BSA (albumina de sérum bovi) i ANS (anilinonaftalé sulfonat).

= Comproveu la proporcionalitat entre intensitat de fluorescéncia (l¢) i concentracio (BSA).
® Realitzeu espectres d’excitacio i emissié de ANS.

® Estudieu I'efecte de polaritat del dissolvent sobre I'emissio fluorescent (ANS).

® Seguiment de la unio ANS-BSA per fluorescéncia, i determinacio de la K gpitat-

BSA: espectres d’emissio i dependéncia amb la concentracié

® La fluorescencia de la BSA és deguda als Trp.

= Exciteu-la amb una llum de 280 nm i registreu I'espectre d’emissié entre 300 i 450 nm,
amb diferents [BSA], entre 0i 0,1 mg/mL.

= Representeu la I en funcié de la [BSA] i comproveu-ne la proporcionalitat.

4 i
300 350 400 450

em (NM) [BSA], mg/mL

18

18



PRACTICA 4: INTERACCIO PROTEINA-LLIGAND. SEGUIMENT
PER FLUORIMETRIA

ANS: espectres d’ emissié i excitacio

® Obteniu I'espectre d’emissio (A,,= max. d’absorcié, 370 nm) entre 400 i 600 nm de A,.
® Realitzeu espectres d’excitacié entre 280 i 450 nm. Utilitzeu A,,, maxim observat en

'espectre d’emissio.

Espectre d’absorcio, ANS

Absorbancia

250 300 350 200 50
A, nm

Espectre d’excitacio, ANS

Espectre d’emissio, ANS I

hem=475nm
Lex= 370 nm

400 450 500 550 600 250 300 350 400 450
Aem, nm Aex, nm

19
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PRACTICA 4: INTERACCIO PROTEINA-LLIGAND. SEGUIMENT
PER FLUORIMETRIA
ANS: efecte de la polaritat del dissolvent sobre I’emissioé fluorescent
® [ANS] = constant, 20 uM
® Solvents de diferent polaritat: aigua i metanol i etanol al 20, 40 i 60 % (v/v)
® Obteniu espectres d’emissio entre 400 i 550 nm, amb radiacié de 370 nm

= Comproveu que la Iz augmenta amb l'apolaritat del solvent i que té lloc un petit
desplagament cap al blau. Noteu que el ANS practicament no és fluorescent en una
solucié aquosa, pero el seu rendiment quantic s’incrementa en entorns més apolars.

| Aex =370 Nnm
F ! APOLARITAT

20
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PRACTICA 4: INTERACCIO PROTEINA-LLIGAND. SEGUIMENT
PER FLUORIMETRIA

Estudi de la unié del ANS a la BSA
® BSA posseeix cavitats hidrofobiques on s’'uneix ANS.

® La |- del ANS unit és molt més gran que la del ANS I deoy = 370 NM
lliure, permet determinar la [ANS-BSA].

= [BSA],, total de BSA, constant (0,213 mg/mL).
= [ANS],, total de ANS, variable, entre 0 i 20 uM.

® Obteniu espectres d’emissio (A, = 370 nm) entre
400 i 550 nm de les mescles ANS i BSA.

® Determineu |- a per a cada concentracio de ANS. 400 450 500 550
Aem (NM)

® Determineu la constant de dissociacio ANS-BSA.

® Si assumim per a la BSA un sol lloc d’unio per al ANS, I'equilibri és:

BSA + ANS 5 ANS-BSA

. . D [BSA]J[ANS]
i la constant de dissociacio és: Kdzm

[BSA] és la concentracio de proteina BSA no unida; [ANS] la concentracio de ANS
no unit (lliure), i [ANS-BSA] la del complex proteina-lligand. 24
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= Siigualem les equacions (3)i (4), |

PRACTICA 4: INTERACCIO PROTEINA-LLIGAND. SEGUIMENT
PER FLUORIMETRIA

Aixi, també [BSAJ, = [BSA] + [ANSA-BSA] i [ANS], = [ANS] + [ANSA-BSA]

Per a totes les mescles es compleix que Iz és proporcional (Q) a la concentracié del complex
proteina-lligand, és a dir:

I = Q-[ANS-BSA] (1) ja que ANS lliure practicament no és fluorescent.

En condicions de saturacié pel lligand totes les molécules de proteina es trobaran unint ANS. Aixi
s’obtindra un valor de fluorescéncia maxim: I, , proporcional a la concentracié de proteina total:

lemax= Q' [BSA]y (2)

amb eq. (1) i (2)

La funci6 de saturacié (v) es defineix mol de lligand unit ~ [ANS-BSA] ' I/Q I

com a- Y“mol de proteina total  [BSAl,  lrra/Q  Fmax. ®)
En aquest cas per al lligand ANS
) . 0| _[ANS]
Per a una proteina amb un sol lloc d’unio, la v és: v= = (4)

Kq+[L] ~ Kg+[ANS]
_ IFméx.[ANS]
F~ Ky + [ANS] )

Aquesta equacio (d’una hipérbola), en qué la Ir queda en funcié de la concentracié de ANS lliure
(TANS]), permet deduir la Ky i, per tant, K,= 1/K

22
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PRACTICA 4: INTERACCIO PROTEINA-LLIGAND. SEGUIMENT
PER FLUORIMETRIA

= S’obté I, de la mescla amb la concentraci6 de ANS major, assumint que és
saturant. De I'equaci6 (2) i com es coneix la [BSA],, es dedueix la constant de
proporcionalitat Q.
® Aquesta constant Q s’aplica a cadascuna de les mescles, amb I'equacio (1), i s’obté
la [ANS-BSA], i aquesta es resta a [ANS], per a deduir la [ANS] (ANS lliure) que

apareix en I'equacio (5): [ANS]= [ANS],-[ANS-BSA].

® Representeu I en funci6 de [ANS], originant una corba hiperbodlica, d'asimptota |-

® Per a determinar la K, es representen els dobles inversos (1/Iz vs 1/[ANS]). Cal ajustar
els valors a una linia recta. L'extrapolacio, fins a tallar I'eix d’abscisses (x) permet
obtenir K, i d’aci la constant d’afinitat o d’associacié K,.

(u.a.)

Representacio directa

IFma‘ax

[ANS], uM

Representacié de dobles inversos

1/
(u.a.) 1

1/[ANS], pM-" -
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PRACTICA 5: SONDES FLUORESCENTS: DETERMINACIO DE LA
CONCENTRACIO DE Ca2* | DETERMINACIO DEL pH

Introduccio

= Utilitzarem dues sondes fluorescents: QUIN2, un indicador de Ca?*,, i BCECF, un indicador del pH.

® Per a determinar la [Ca2*] i el pH en solucions problema, en ambdds casos es preparen corbes de
calibratge (patrd) amb solucions de [CaZ*] o pH coneguts.

QUIN2

Espectres d’excitacid en preséncia de
Ca?*

" Tant els espectres d’excitaci6 com
d’emissié son diferents per al QUIN2 i
QUIN2-Ca?*.

®= Comproveu l'efecte de concentracions
creixents de Ca2* sobre ['espectre
d’excitacié del QUIN2: A,,= 495; A
entre 290 i 400 nm.

® Determineu la Iz @ Agmax (340 nm).
Representeu I en funcié de [Ca?*] per a
obtenir la corba patro.

Ig, (u.a.)

Espectre d’excitacié

Do 495

T[Ca12*]

300 350 400

Ig, (u.a.)

Espectre d’emissio

Aoy 340
T[Caz*]

750 500 géo —

em’

Ay, NM
-
<
&
o
<
)
x
(]
<
&

1

2

6 8 [caz],um
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PRACTICA 5: SONDES FLUORESCENTS: DETERMINACIO DE LA
CONCENTRACIO DE Ca?* | DETERMINACIO DEL pH

QUIN2

Determinacio de la concentracié de Ca?*en una mostra problema i en aigua de
l'aixeta

® Espectre d’excitacié de la mescla de solucié problema i soluci6 QUINZ2. El
mateix amb aigua de l'aixeta.

® Interpoleu el valor de I a 340 nm resultant sobre la corba patr6 anterior.

Especificitat de la sonda QUIN2

® Per a comprovar si el QUIN2 pot detectar cations divalents diferents al Ca?*,
com el Mg?*, es realitza I'espectre d’excitacié de la mescla de solucié de
QUINZ2 (amortidor + QUIN2) i MgCl,.

25
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PRACTICA 5: SONDES FLUORESCENTS: DETERMINACIO DE LA
CONCENTRACIO DE Ca2* | DETERMINACIO DEL pH

Sonda fluorescent BCECF (2’,7’-bis-(2-carboxietil)-5-(6)-
carboxifluoresceina)

Espectres d’excitacié del BCECF: efecte del pH

® Els espectres d’absorcio, d’excitacié i d’emissio de les formes protonada i
desprotonada de BCECF son molt diferents. En estat protonat, el BCECF
practicament no és fluorescent.

Absorcio Emissio Excitacid

pH Aex 490
8,1

Abs,

Ig, (u.a.)

400 450 500 550
A, Nm
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PRACTICA 5: SONDES FLUORESCENTS: DETERMINACIO DE LA
CONCENTRACIO DE Ca2* | DETERMINACIO DEL pH

BCECF
Espectres d’excitacié del BCECF: efecte del pH

® La I emesa depén del grau de dissociacié del BCECF i, per tant, del pH. Requereix
la preparacio d’'una corba patré o de calibratge.

® Corba patré: prepareu solucions de BCECF amb
diferent pH en un amortidor de fosfat.

® Obteniu els espectres d’excitacié (400-520 nm,

Aem = 9530 nm).
em ) S| %530
" Representeu els valors de | a A,= 495 nm en E::L
funcio del pH. -
pH de solucions problema
= Afegiu BCECF a la solucié problema. Obteniu
I'espectre d’excitacio igual que abans i deduiu I¢ R
a hgy = 495 Nm. 4 5 6 7 8 9

® |Interpoleu en la corba patrd anterior.

® Determineu de la mateixa forma el pH en l'aigua
de l'aixeta i en aigua destil-lada

27
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1
DEPARTAMENT DE BIQQU[MICA I BIOLOGIA MOLECULAR. UNIVERSITAT DE VALENCIA
PRACTIQUES INTEGRADES DE METODES (2a part)

ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-
CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE
TARONGER

1. Introducciod

L’'objectiu d’aquesta practica és la purificaci6 de I'enzim
ribulosa-1,5-bisfosfat-carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO) a partir
de fulles de taronger. Aquest enzim catalitza la primera etapa del
cicle de Calvin, ruta metabolica que condueix a la fixacié del CO,
atmosféric i la seua conversid6 en materia organica. L’activitat
carboxilasa de la RuBisCO produeix la unié covalent del CO; a la
pentosa ribulosa-1,5-bisfosfat i el trencament de l'intermediari
inestable de sis carbonis resultant en dues molécules de 3-
fosfoglicerat. Una d’aquestes dues molécules és portadora del
carboni del CO, i constitueix el seu grup carboxil.

La RuBisCO es troba a les parts verdes de les plantes,
fonamentalment a les fulles, i es localitza en l'estroma dels
cloroplasts i constitueix al voltant del 50% de la proteina de
I'organul (d’'un 20 a un 25% de la proteina soluble de les fulles
verdes).

En plantes superiors, I'enzim té una estructura complexa
constituida per 8 subunitats grans (L) que son catalitiques i 8
subunitats petites (S), reguladores, | presenta una massa
molecular relativa proxima als 500.000. Les subunitats majors
s’aparellen de dues en dues i els seus centres catalitics queden a
la zona de contacte entre ambdues subunitats. Els quatre dimers
aixi formats s’'agrupen i formen una espécie de barril. Les 8
subunitats menors es disposen als extrems d’aquest barril. L’eix
central del barril hi deixa un petit buit. La subunitat gran esta
codificada en el genoma del cloroplast mateix, mentre que la
petita ho esta en el nucli de la cél-lula.

Tots els enzims RuBisCO coneguts procedents de diferents
organismes fotosintetics, tant eucariotics com procariotics,
presenten, a mes, una segona activitat enzimatica, activitat
oxigenasa. En la reaccié d’oxigenacio, el O, competeix amb el
CO, per unir-se a la RuBisCO, especialment quan la [CO;] és
baixa i la [O;] és alta. La reaccié d’'oxigenacio de la ribulosa-1,5-
bisfosfat produeix una unitat de la molécula 3-fosfoglicerat i un



2
compost de dos carbonis, el 2-fosfoglicolat. L’oxigenacié és la
primera de les reaccions de la fotorespiracié que porta a la perdua
del carboni fixat, ja que part dels atoms de carboni del 2-
fosfoglicerat es converteixen de nou en CO.,.

L’activitat oxigenasa de la RuBisCO sembla ser un procés
inservible, perque produeix una reduccio important de I'eficiencia
de fixacié del CO,. No obstant aix0, es debat si podria resultar til
en condicions de llum intensa i baixes concentracions de CO, a
causa del tancament estomatic causat per estrés hidric. També
es creu que podria tenir un paper en la prevencio de la
fotooxidacio i la fotoinhibicio.

El procediment de purificacié de la RuBisCO que es dura a
terme al llarg de les sessions practiques inclou els passos
seguents:

1) Extraccié de proteines per homogeneitzacio de les fulles de
taronger utilitzant un molinet de ganivetes. Es pretén el
trencament de les estructures cel:-lulars de les fulles i
I'alliberament de la RuBisCO des dels cloroplasts. L'enzim
s’ha de recuperar, juntament amb altres proteines cel-lulars,
solubilitzat en una solucié amortidora d’extraccid. L'addicio
de 2-mercaptoetanol i de polivinilpolipirrolidona (PVP) evitara
I'oxidacio de les proteines.

2) Fraccionament de les proteines de [l'extracte cru per
precipitacié amb polietilenglicol (PEG). El PEG és un polimer
no ionic, molt soluble en aigua, que produeix la precipitacio
sense desnaturalitzar les proteines. En la solucio, el PEG
elimina molecules d’aigua de la capa de solvatacidé de les
proteines, la qual cosa incrementa les interaccions proteina-
proteina i porta a la precipitacié. La concentracio de PEG
requerida per a la precipitacié depen de cada proteina. Cal
eliminar una part important de les proteines contaminants
duent I'extracte cru a 10% en PEG, concentracio a la qual la
RuBisCO no precipita. La RuBisCO es precipitara amb una
concentracido del 20%. En tots dos casos les proteines
precipitades s’han de recollir per centrifugacio.

3) El precipitat del 20% del PEG, que inclou la RuBisCO, s’ha
de dialitzar per a eliminar el PEG residual contaminant i per a
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disposar les proteines en un medi (soluci6 amortidora
d’equilibratge) adequat per al pas seguent de purificacio.

4) Cromatografia de canvi anionic. Cal preparar una columna
cromatografica emprant com a fase estacionaria DEAE-
cel-lulosa. Després d'aplicar-hi les proteines, dissoltes en
una solucié amortidora d’equilibratge com a fase mobil, la
columna s’ha de rentar amb el mateix medi per a eliminar-ne
les proteines no retingudes. Els soluts units, entre els quals
hi ha la RuBisCO, s’han d’eluir reduint-ne els factors de
capacitat mitjancant un gradient lineal de forca ionica. Aquest
gradient s’ha de preparar amb un formador de gradients
emprant la sal (NH4),SO, dissolta en la soluci6 amortidora
d’equilibratge. L'eluat cromatografic s’ha de recollir amb un
col-lector de fraccions. S’obtindra el perfil cromatografic
després de [l'analisi espectrofotomeétric de les fraccions
resultants.

El seguiment de tot el procés de purificacio de la RuBisCO
es fara prenent mostres de cadascun dels extractes i les fraccions
obtinguts. L'examen es fara per electroforesi discontinua
desnaturalitzant sobre gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfat sodic (SDS), SDS-PAGE. Després de la tincié del
gel electroforetic, les bandes de proteina corresponents a les
subunitats de la RuBisCO s’han de quantificar mitjancant una
densitometria de la imatge del gel d’electroforesi. Aquesta analisi
permetra determinar el grau de purificacio, el rendiment i la
qualitat de la purificacio realitzada.

2. Materials, reactius i solucions

2.1. Material/grup

— Homogeneitzador de ganivetes

— Centrifugadora Beckman

— Provetes (2L, 1L, 250 mL i 100 mL)

— Agitador magnetic

— Columnes de vidre (2 x 25 cm)

— Bomba peristaltica

— Suport, pinces i connexions de columna



— Cubeta d’electroforesi

— Pinta d’electroforesi

— Membrana de dialisi

— Espatules

— Bany per a bullir

— Plaques de vidre d’electroforesi

— Espectrofotometre

— Tubs del col-lector de fraccions (30 x 5 mL)
— Pipetes automatiques: 1.000, 200 i 20 pL
— Vasos de precipitats (2; 1; 0,5; 0,251 0,1 L)
— pH-metre

— Tubs de centrifugadora

— Densitometre

— Barretes magnetiques

— Llana de vidre

— Formador de gradients

— Col-lector de fraccions

— Font d’electroforesi

— Safates de tincio de gels

— Erlenmeyer de 250 mL

— Tubs d’Eppendorf

— Puntes de pipeta

— Gasa

— Cubetes de quars d'1 mL (2)

2.2. Reactius

— Tris (M, = 121,14; pK; 8,1)
— MgSO, (M, = 246,48)
— (NH4)2SO4 (M, = 132,14)
— Metanol
— PEG (M;= 3.350)
— DEAE-cel-lulosa
— Patrons de massa molecular
— Polivinilpolipirrolidona (PVP)
— Albumina de sérum bovi (BSA)
— 2-mercaptoetanol (M, =78,13; 1 L = 1,12 kq)
— Glicina (M, = 75,1)
— SDS
— Acid aceétic
— H,SO4 diluit (1 M)
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— Blau de Coomassie (G i R250)
— Persulfat amonic

2.3. Solucions

Solucions que han de preparar cadascun dels grups (el
primer dia):

Solucié amortidora d’extraccio, 250 mL/grup: Tris-H,SO,4 100
mM, MgSO4 10 mM, pH 8,0. Ajusteu el pH afegint H,SO, diluit
(1 M).

Solucié 50% (p/v) PEG en una solucié amortidora d’extraccio
(50 mL/grup).

NOTA: prepareu-la amb precaucio perque és facil excedir el
volum final. Escalfeu-la per a dissoldre completament el PEG
si fOra necessari.

Solucié amortidora d’equilibratge, 1,5 L/grup: Tris-H,SO,4 10
mM, pH 7.8. Ajusteu el pH afegint H,SO, diluit (1 M).

Solucié amortidora d’equilibratge amb (NH4),SO4 0,2 M, 100
mL/grup.

Solucié amortidora de regeneracid: prepareu una solucio
amortidora d’equilibratge que continga 1 M (NH4).SO4, 100
mL/grup.

Solucions que ha de preparar un grup per a compartir:
GRUP A:

Reactiu de Bradford (blau de Coomassie G) 5X 100 mL.
Dissoleu 40 mg de blau de Coomassie G en 20 mL d’etanol
96%; afegiu 40 mL de H3PO, i aigua fins a 100 mL.

NOTA: aquest reactiu esta concentrat cinc vegades. Just
abans d'utilitzar-lo, 'heu de diluir amb quatre parts d’aigua i
filtrar-lo.

GRUP B:

Solucio amortidora d’electroforesi, 2 L: Tris 0,025 M, glicina
0,192 M i SDS 0,10% (p/v).



GRUP C:
— Colorant de tincié de gels, 200 mL: blau de Coomassie R-250
al 0,1% (p/v) en acid acétic 8% (v/v) i metanol 40% (v/v).

GRUP D:
— Decolorant de gels, 1 L: 5% (v/v) acid acetic, 20% (v/v)
metanol.

Solucions ja preparades:
— BSA 0,12% (p/v).
— Solucions d’electroforesis:

e SDS 3X: SDS 6,5%, mercaptoetanol 2 M, glicerol 25% (v/v),
blau de bromofenol 0,02% (p/v) i Tris-HCI 0,25 M, pH 6,8.

e Soluci6 A: ProtoGel, acrilamida 30% (p/v), bisacrilamida
0,8% (p/v).

e Solucié B: (solucio amortidora de gel inferior) Tris-HCI 1,5 M,
SDS 0,4%, pH 8,8.

e Solucio BX: (solucié amortidora de gel superior) Tris-HCI 0,5
M, SDS 0,4%, pH 6,8.

® Solucio C: persulfat amonic 10% (p/v). Cal preparar-lo just
abans d'’utilitzar-lo.

3. Procediment experimental

3.1. Presa de mostres i extraccié de proteines

Heu d'arreplegar unes 25 fulles de taronger unes hores
abans de comencar els experiments i guardar-les en una bossa a
4°C fins que les utilitzeu. Heu de rentar les fulles amb aigua de
I'aixeta i, posteriorment, amb aigua destil-lada, i cal eixugar-les
amb paper de filtre. Heu de pesar 10 g de fulles. Heu de prendre
40 mL de solucio amortidora d’extraccio, refredar-la sobre gel i
afegir-hi 2-mercaptoetanol fins a una concentracio de 20 mM (1,4
uL/mL). Aquest volum d'amortidor I'heu d'abocar a
I’homogeneitzador de ganivetes (Osterizer). Heu de tallar els 10 g
de fulles de taronger amb tisores, en trossos petits (0,5 cm?,
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aprox.), i dipositar-los en el vas de I'Osterizer sobre I'amortidor. A
continuacio, heu de triturar les fulles fent servir un nivell de
potencia mitja en el molinet, fins que n’obteniu una barreja
homogénia (n’hi ha prou amb 1 min x 3 vegades, pero cada
vegada que pareu, heu de recollir-ne els trossos que queden per
les parets i submergir-los de nou en la soluci6 amortidora).
L’extracte obtingut heu de filtrar-lo a través d’'una gasa sobre un
embut, mesurar el volum de filtrat i deixar-lo sobre gel. Heu
d’afegir al filtrat polivinilpolipirrolidona (PVP) solida per a obtenir
una concentracié final de 2% (p/v). Heu d’agitar la mescla i,
després, centrifugar-la a 3.330g (5.300 rpm) durant 10 min. Tot
seguit, cal recuperar el sobrenadant (heu de descartar-ne el
sediment) i mesurar-ne el volum (a aquest volum farem referencia
en apartats posteriors). Aquest sobrenadant constitueix I'extracte
total inicial; 'heu de conservar refrigerat i s‘Tanomena extracte cru,
mostra 1 (M1). A continuacio, agafeu 2 aliquotes (porcions) en
tubs d’Eppendorf d’aguesta mostra 1:

Una de les aliquotes I'heu d'utilitzar per a sotmetre les
proteines presents a electroforesi (en gel de poliacrilamida en
presencia de SDS) i servira per a avaluar tot el procés de
purificacio. Aquesta aliquota consisteix en 100 uL (de la
mostra 1) i 50 uL de la solucio SDS3X (solvent de mostres).
Després d’afegir-hi el solvent de mostres, heu de bullir la
mescla (0 escalfar-la a 95°C) durant 5 min per a facilitar la
desnaturalitzacio completa de les proteines per part del SDS.
El solvent de les mostres conté 2-mercaptoetanol per a trencar
els ponts disulfur de les proteines.

La segona de les aliqguotes ha de servir per a la
quantificacio de les proteines. Aquesta aliqguota també
consisteix en 100 uL (de la mostra 1) i I'neu de mantenir en gel
fins que s’obtinguen les altres mostres al llarg de tot el procés
de purificacio, perque aixi fareu la quantificacio de manera
conjunta.

NOTA: retoleu clarament tots els tubs per a identificar-los
posteriorment.
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3.2. Fraccionament de |I'extracte amb PEG

El PEG és un polimer hidrofilic que fa precipitar les proteines
per exclusio estérica del dissolvent. Heu d’utilitzar la precipitacio
amb PEG en la purificaci6 de RuBisCO com a alternativa a la
precipitacié amb (NH;),SO,.

La RuBisCO precipita al 20% (p/v) de PEG, pero no al 10%
(p/v). Per a comencar el fraccionament amb PEG, heu d’afegir a
I'extracte cru (sobrenadant de la centrifugacio anterior, M1) el
volum requerit de la solucié de PEG al 50% (p/v), de manera que
la mescla final siga 10% (p/v) en PEG. Heu d'agitar la mescla,
mantenir-la a 4°C i centrifugar-la a 12.000g (10.000 rpm) durant
15 min. Separeu per decantacio el sediment (mostra 2, M2) i el
sobrenadant (mostra 3, M3). El sediment (M2) I'heu de
resuspendre en la solucié amortidora d'extraccié emprant un 1/3
del volum d’extracte cru inicial (M1). Preneu, igual que heu fet
abans amb la mostra 1, aliqguotes per a l'electroforesi i per a la
quantificacié de proteines.

Heu de mesurar el volum del sobrenadant (M3) i prendre
mostres per a I'electroforesi i per a la quantificacié de proteines. A
continuacié, hi afegiu una solucié de PEG 50% (p/v) fins a dur
I'extracte a una concentracié de 20% (p/v). Agiteu bé la mescla,
incubeu-la uns minuts sobre gel i centrifugueu-la a 12.000g durant
15 min. El precipitat és la mostra 4 (M4) i el sobrenadant la
mostra 5 (M5). El precipitat (M4) I'heu de redissoldre amb solucio
amortidora d’extraccio, utilitzant un 1/3 del volum d’extracte cru
inicial. Agafeu porcions de 100 uL, igual que heu fet anteriorment,
per a I'electroforesi i per a la quantificacio de les proteines, tant de
la mostra 4 com de la 5. Finalment, heu de dialitzar tot el volum
de la mostra 4 en 1 L de solucio amortidora d’equilibratge durant
tota una nit.

3.3. Cromatografia de canvi ionic sobre DEAE-cel-lulosa

Muntatge de la columna

Heu d'utilitzar una columna de vidre de 2 x 25 cm que
subjectareu amb pinces a un suport metal-lic en posicio vertical.
Per a evitar la perdua de gel cromatografic per la part inferior de
la columna, heu de col-locar-hi un filtre de llana de vidre. Amb la
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columna tancada amb una pin¢a, I'heu d’omplir aproximadament
fins a la meitat amb una soluci6 amortidora d’equilibratge i
introduir-hi, amb I'ajuda d’'una vareta, la llana de vidre fins al fons
de la columna.

Per a empaquetar la columna, obriu una mica la pinca i, amb
un flux molt lent, aboqueu-hi, amb un embut, la suspensié de gel
per la part superior. Cal evitar que s’hi forme una interfase entre el
gel sedimentat i el liquid abans d’abocar tot el gel. Heu d’afegir-hi
uns 40 mL de gel.

Després, amb el gel ja sedimentat, heu d’equilibrar-lo afegint
la solucié amortidora d’equilibratge (almenys dos volums del gel
empaquetat). Per a aixo cal connectar, a través d’'un tub de plastic
| el tap perforat, la columna a un recipient (reservori) que conté la
solucié amortidora d’equilibratge.

Abans de desenvolupar la cromatografia, determineu el flux
lliure maxim (sense pinca). Aixo heu de fer-ho recollint aquest flux
durant 5 min de la fase mobil (amortidor d’equilibratge) a l'eixida
de la columna. Una vegada conegut el flux lliure, heu de
connectar el tub d’eixida de la columna a una bomba peristaltica i
aquesta I'heu d’ajustar a un flux d’aproximadament el 50% del flux
lliure. Heu de determinar, igual que abans, el flux real que s’esta
obtenint, tot recollint el volum a l'eixida de la bomba durant un
temps d’'uns 5 min. Seguidament, heu d’estimar el temps que el
col-lector de fraccions necessita per a recollir-ne 5 mL (cal tenir
en compte que el col-lector mesura en segons centesimals i no
hexadecimals). Finalment, després de connectar el col-lector de
fraccions a la bomba peristaltica, heu de comprovar que tot el
muntatge funciona correctament. Una vegada comprovat, heu de
realitzar la cromatografia emprant la mostra 4, tal com es descriu
en l'apartat seguent.

Desenvolupament de la cromatografia en columna

Després de la dialisi, heu d’aplicar la mostra (M4) en la
columna. Elimineu, amb una pipeta Pasteur, el liquid que hi ha
sobre el gel de DEAE-cel-lulosa i, també amb una pipeta Pasteur,
dipositeu amb cura la mostra per a no distorsionar la superficie
del llit cromatografic. Connecteu la bomba peristaltica i deixeu que
la mostra penetre en el suport cromatografic. No heu de recollir
I'eluat (que contindra els soluts que no son retinguts pel canviador
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ionic) durant aquest procés d’aplicacié de la mostra. Quan acabe
d’entrar-hi tota la mostra, pareu de nou la bomba. Hi afegiu la
solucié amortidora d’equilibratge i connecteu el tap perforat i el
tub de plastic al recipient reservori. Connecteu de nou la bomba
peristaltica i feu passar uns 25 mL de soluci6 amortidora
d’equilibratge. D’aquesta manera, el suport cromatografic és
rentat, tot eliminant completament els soluts que no interaccionen
amb el canviador d’ions. Tampoc no heu recollir I'eluat durant el
rentatge.

A continuacio, feu passar per la columna 150 mL d'un
gradient de 0 a 0,2 M en (NH,4).SO,. Per a aixd heu de preparar
préviament una solucid6 0,2 M (NH4),SO, en una solucio
amortidora d’equilibratge, de la qual utilitzareu 75 mL juntament
amb altres 75 mL de solucio amortidora d’equilibratge en els
recipients corresponents del formador de gradient. Amb la bomba
peristaltica apagada, connecteu el tub de plastic del tap perforat al
formador de gradient, poseu en marxa |'agitador magnetic i obriu
les valvules del formador de gradient. Connecteu el tub d’eixida
de la bomba al col-lector de fraccions i, immediatament, poseu en
marxa la bomba peristaltica i el col-lector per a recollir-ne 5 mL
per fraccio, tal com hem estimat anteriorment.

Quan tot el gradient haja passat, afegiu, en el mateix
formador de gradient, uns 20 mL de I'amortidor que conté 0,2 M
(NH4)2S0O, i continueu recollint unes quantes (4-5) fraccions més
(d'aquesta manera aconseguireu recollir completament tot el
gradient aplicat).

Finalment, el canviador d’ions s’ha de regenerar fent passar
per la columna uns 50 mL de soluciéo amortidora d’equilibratge: 1
M en (NH4).SO, i, a continuacio, 50 mL o més de la solucio
amortidora d’equilibratge. Després d’aixo, heu de desmuntar la
columna, recuperar el gel de DEAE-cel-lulosa i rentar el recipient
de vidre, eixugar-lo i guardar-lo.

Mesura de A,go de les fraccions

A fi d'identificar la presencia de proteines en les fraccions
recollides, heu de mesurar I'absorbancia a 280 nm de cadascuna.
Després, heu de representar el perfil d’elucio, com Aygg €n funcid
del nombre de fraccio, i també, de manera aproximada, el
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gradient de concentracié de sal (sulfat amonic). De la fraccié amb
el maxim d’absorbancia, heu de determinar-ne la relaci6 de
Azso/Azs0, Un indicador del grau de puresa de la proteina i del grau
de contaminacié per acids nucleics, polianions que també son
retinguts per un canviador d’anions com la DEAE-cel-lulosa.
Finalment, prepareu una aliquota per a electroforesi (100 uL de
fraccio + 50 uL SDS3X i bulliu 5 min), mostra 6 (M6, enzim
purificat).

3.4. Determinacio de la concentraci6 de proteines

Heu de mesurar el contingut en proteines de I'extracte cru, i
de les diferents solucions contenint RuBisCO, utilitzant el métode
de Bradford, que es basa en la reaccio del blau de Coomassie
amb les proteines i la mesura posterior de la intensitat del color
generat com a absorbancia a 595 nm. Per a aix0 cal disposar
d’'una corba patré que represente la dependéncia de la Asgs amb
la concentraci6 de proteina, per a després interpolar sobre
agquesta els valors de Asgs de les diferents solucions problema.

Corba patré amb la proteina BSA

En primer lloc, heu d'utilitzar la solucié patré d’aloumina de
serum bovi (BSA) al 0,1% (p/v). L’heu de preparar pesant 6 mg de
BSA en la balanca de precisio i dissolent-los en 5 mL d’aigua.
Tenint en compte que la BSA en pols s’hi troba hidratada, la
concentracié de les solucions preparades gravimetricament és
nomes aproximada. La concentraci0 exacta de la BSA en la
solucié patr6 heu de determinar-la espectrofotometricament a
partir del seu e,50"", que és 6,60 (cm-g/100mL)™.

Les mescles de reaccido necessaries per a I'obtencio de la
corba patrd i les dels extractes es detallen en la taula seguent
(prepareu-les en tubs d’Eppendorf):
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TSR g | L mosves |
0 (blanc) 20 -
25 17,5 3
5,0 15 B
10 10 3
15 50 3
20 0 -
M1 17,5 2,5
M2 17,5 2,5
M3 17,5 2,5
M4 17,5 2,5
M5 17,5 2,5

La corba patré amb BSA resultara d’emprar diferents volums
de soluci6 de BSA 1,2 mg/mL (els uL indicats). Per a les 5
diferents mostres del procés de purificacido heu de preparar-ne 5
tubs, cadascun dels quals amb 2,5 uL de cada mostra problema i
17,5 uL d'aigua. Finalment, les mostres problema han d’originar
un valor d’absorbancia inclos entre els obtinguts per a la corba
patr6 amb BSA (si no fora aixi, caldria repetir la mesura
corresponent amb un volum major o menor).

Desenvolupament de la reacci6 acolorida

Heu de preparar 25 mL de reactiu de Bradford (1X) per
dilucié de la soluci6 més concentrada (5X) amb aigua (5 mL
solucio 5X i 20 mL d’aigua — reactiu de Bradford 1X). Després de
fer la mescla i agitar-la convenientment, heu de filtrar la solucio
amb paper de filtre i un embut. A cada tub que conté les solucions
de BSA patré o mostra problema, afegiu 1 mL d’aquest reactiu 1X
filtrat. Heu d’agitar les mescles i, després d’'uns 5 min (pero abans
de 30 min), heu de mesurar la Asgs. Representeu la Asgs dels tubs
patro en funcio de la concentracio de proteina BSA. El calcul de la
proteina que contenen les mostres problema I'heu de realitzar
interpolant en la corba patrd. Expresseu els resultats en mg de
proteina per mL d’extracte o fraccid, per a la qual cosa heu de
considerar els factors de correccio i dilucid necessaris.
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3.5. Sequiment de la purificaci6 de la RuBisCO per
electroforesi en gel de poliacrilamida en presencia de SDS

Muntatge de I'armadura i la polimeritzacié de I'acrilamida

— Netegeu les plaques de vidre i la pinta amb etanol i eixugueu-
les.

— Col-loqueu la placa curta damunt de la placa amb espaiadors |
d’ajusteu-la.

— Feu lliscar les dues plaques dins del marc de polimeritzacié
amb la placa curta cap a fora i assegureu-vos gque les dues
plagues arriben exactament al nivell inferior del marc.

— Bloquegeu les dues plagques de vidre amb les pinces de
pressio per a segellar-les.

— Col-loqueu el marc sobre el suport i encaixeu-lo amb la pinca,
tot assegurant-vos que les plaques de vidre pressionen sobre
la goma del fons del suport.

— Tenint en compte que es fara una electroforesi discontinua,
heu de polimeritzar 2 gels: l'inferior (gel de resolucid) amb un
14% d’acrilamida i el superior (gel concentrador) amb un 4%
d’acrilamida. Heu de preparar els gels seqguint la taula seguent:
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Gel inferior: 14% acrilamida Gel superior 4% acrilamida
solucié A 2,3 mL solucié A 200 uL
solucio B 1,25 mL solucié BX 375 uL
aigua 1,4 mL aigua 900 uL
pers. am.10% (C) | 15 uL pers. am.10% (C)| 10 uL
TEMED 4 uL TEMED 5puL

NOTA: les solucions A, B i BX (la composicié de les quals es detallen en
I'apartat de solucions) es donen ja preparades. Només cal preparar la
solucio C (0,1 g de persulfat amonic en 1 mL d’aigua) just abans de fer les
mescles. En primer lloc, heu de preparar la mescla del gel inferior, del 14%,
I quan aquesta mescla haja gelificat entre les plaques, heu de preparar la
del gel superior, del 4%. No heu de confondre les solucions B i BX, ja que
difereixen en concentracio i pH, i cadascuna s’ha d’utilitzar exclusivament
per al gel corresponent.

— Feu un senyal amb un retolador a aproximadament 5 cm de la
vora inferior.

— Abogueu entre les plaques de vidre la mescla corresponent al
gel inferior (14% d’acrilamida) fins a arribar al senyal. Cobriu-la
posteriorment, amb I'ajuda d’'una microxeringa amb butanol,
tenint en compte d’evitar la formacio de bombolles i la distorsio
de la linia superficial. Deixeu-la gelificar (30-45 min aprox.)

— Elimineu-ne el butanol per decantacié i renteu-ho diverses
vegades amb aigua. Aboqueu la solucié corresponent al gel
superior (4% acrilamida) i col-loqueu la pinta tenint en compte
que no es formen bombolles d’aire entre la pinta i el gel. Les
dents de la pinta han de trobar-se a una distancia aproximada
de 0,5 cm de la part superior del gel del 14%. Continueu
abocant fins que la soluci6 arribe a la vora superior de la placa.
Deixeu-la gelificar almenys durant una hora (es pot deixar tota
la nit).

Acoblament del gel en la cubeta d’electroforesi
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— Traieu les plaques del suport de gelificacio. Lleveu
acuradament la pinta 1 procureu no trencar els pouets.
Dibuixeu els pouets amb un retolador i numereu-los.

— Col-loqueu la placa amb el gel en el suport d’electroforesi, amb
la placa curta cap a l'interior, i fiqueu el conjunt dins de la
cubeta d’electroforesi.

— Afegiu la solucio amortidora d’electroforesi als recipients
exterior i interior, tenint en compte que la solucid estiga en
contacte amb el gel i que no queden bombolles entre tots dos.

Aplicacio de les mostres

Al llarg de tot el proces d’extraccio heu pres aliquotes de 100
UL de les diferents mostres (tal com hem indicat). Immediatament,
després d’afegir 50 uL de la solucido de mostres, SDS3X, heu de
bullir les mescles (o escalfar-les a 95°C) durant 5 min. Heu de
guardar refrigerats els tubs fins al moment de I'electroforesi.
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Mostra 1 Extracte cru (sobrenadant de la primera
(M1) centrifugacio)

Mostra 2 Precipitat 10% PEG (redissolt en 1/3 del volum
(M2) d’extracte cru)

Mostra 3 0
(M3) Sobrenadant 10% PEG

Mostra 4 Precipitat 20% PEG (redissolt en 1/3 del volum
(M4) d’extracte cru)

Mostra 5 0
(M5) Sobrenadant 20% PEG

Mostra 6 Fraccid eluida de la columna de DEAE-cel-lulosa
(M6) amb més A,

En el moment de realitzar I'electroforesi, dipositeu, amb una
pipeta automatica i en el primer pouet, 3 pL d’una solucié que és
una mescla de proteines patré de massa molecular coneguda (es
proporciona ja preparada), la composicio de la qual és:

Proteina M; (kDa)
fosforilasa b 94,0
seroalbumina bovina 67,0
ovoalbumina 43,0
anhidrasa carbonica 30,0
inhibidor de tripsina 20,1
lactoalbumina 14,4

A continuacid, heu danar dipositant en els pouets
successius: 15 uL de la mostra 1; 10 uL de la mostra 3; 5 uL de
la mostra 4 i 15 uL de la mostra 6. En els pouets segtients, 5 uL
de la mostra 2115 uL de la mostra 5.

En principi, les mostres 1, 3, 4 i 6 deuen contenir la proteina
RuBisCO | aquesta deu estar absent en les mostres 2 i 5. La
preséncia de RuBisCO en les mostres 2 i 5 indicara pérdua de la
proteina, cosa que conduira a rendiments baixos. Caldra tenir en
compte els volums de cada extracte i la fraccio original (abans de
la barreja amb el SDS) que s’hi aplica per al calcul posterior de la
guantitat de proteina per pouet (segons les concentracions
calculades pel metode de Bradford). La concentracid de proteines
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en la mostra 6 I'hneu de determinar espectrofotométricament

considerant un e, de la RuBisCO de 16,7 (cm-g/100mL)™.

En resum, I'ordre i els volums suggerits son:
patrons (3 ulL)

M1 (15 plL)

M3 (10 pulL)

M4 (5 ul)

M6 (15 uL)

buit

M2 (5 ulL)

M5 (15 pL)

©ONOOGRAWNE

Electroforesi i tincié del gel

— Connecteu el pol positiu (roig) de la font de corrent continu al
born inferior de la cubeta, i el negatiu al born superior.
Seleccioneu un voltatge constant de 70 V fins que la mostra
haja penetrat en el gel i, després, continueu a 150 V.

— Desconnecteu la font quan el marcador (blau de bromofenol,
present en la soluciéo de mostres) es trobe a menys d’1 cm de
la vora inferior del gel.

— Traieu el gel que hi ha entre les plaques de vidre i submergiu-
lo en la solucio colorant durant almenys mitja hora.

— Decoloreu el gel durant tota la nit i transferiu-lo a aigua
destil-lada al mati seguent.

Fotografia i analisi del gel

Heu de fotografiar el gel amb un sistema de transil-luminacié
| camera connectat a un ordinador. Feu servir un programa de
guantificacio de bandes anomenat Image J, de descarrega
gratuita des de la xarxa. La imatge fotografica heu d’obrir-la com
a JPG. Amb el rectangle de seleccio heu d’incloure-hi la carrera
sencera. Seleccioneu analyze/gels/select first line |
analyze/gels/plot line, que representa el perfil de tota la carrera.
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Amb les eines pencil o la linia recta, podeu dibuixar la base de
tots els pics corresponents a les bandes de proteina que cal
quantificar, que queden marcats en groc. Amb la vareta,
seleccioneu totes les arees. Els valors estan proporcionats
d’esquerra a dreta i de dalt a baix.
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5. Questions

Questions que heu de resoldre el primer dia de practiques

1.

Calculeu els pesos (de solids) i els volums (de liquids o
solucions) que cal emprar per a preparar els reactius i les
solucions que utilitzareu en la practica (consulteu la llista que
figura al principi del text).

Com prepararieu la solucié de PEG al 50% (p/v)? A partir de la
solucié anterior, com farieu [I'extracte cru (de volum
desconegut) 10% (p/v) de PEG? Com portarieu al 20% (p/v) de
PEG el sobrenadant (de volum desconegut) que ja és
préeviament 10% de PEG?

Feu un esquema-guié del procés de purificacido de manera que
servisca de guia durant la realitzacio de la practica.

Altres questions proposades

1.

Expliqgueu breument la funcio de la ribulosa-1,5-difosfat
carboxilasa, les caracteristiques, les bandes electroforetiques
gque espereu obtenir, aixi com la forma en que es poden
identificar.

Per a que serveix la polivinilpolipirrolidona (PVP) que afegiu a
I'extracte cru?

Quin és el fonament de la columna de canvi ionic que heu
utilitzat en la practica? En aquest pas, quins tipus de
compostos principalment son eliminats de la proteina?

Per qué bulliu les mostres dextractes destinades a
electroforesi? Quina funcio6 té cadascun dels components de la
solucié de mostres SDS amb la qual es bull?

Quina és la funcio de la bisacrilamida, el TEMED i el persulfat
amonic en el procés de polimeritzacio de I'acrilamida?
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6. Com convertirieu el contingut percentual de la RuBisCO,
determinat per I'electroforesi, en un contingut absolut?

7. Com calcularieu el rendiment i el factor de purificacio de la
proteina al llarg del procés?

Pla de treball

Resolucié de questions. Preparacio de les solucions.

Dia 1 Muntatge de la columna DEAE-cel-lulosa

Extraccié. Fraccionament amb PEG. Dialisi. Preparacio

Dia 2 .
mostres per a electroforesi

Cromatografia en columna DEAE-cel-lulosa. Mesura
Dia 3 | espectrofotometrica de les fraccions cromatografiques.
Muntatge del gel d’electroforesi

Electroforesi i tincio del gel. Determinacio de proteines.

Dia 4 Demostracio del programa d’analisi d’'imatge, ImageJ

Fotografia del gel. Determinacio del % d’arees i de les

Dia 5 ” . .
masses moleculars mitjancant I'analisi de la imatge
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ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Introduccio

® Objectiu:  purificaci6 de I'enzim ribulosa-1,5-bisfosfat-
carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO) de taronger.

® Enzim que catalitza (activitat carboxilasa) la primera etapa del
cicle de Calvin, pel qual es fixa el CO, atmosféric.

H2(|:1—0F‘032_ Hz(IJ —OPO,%" H,C—O0P0,* Cloroplast

0=C¢, 0—C co, HO—C—CO;
I Il . | Oy 07

H—('T‘\—OH e g (I:—OH Sy <|:=o _/.'_.. c”
H—C|>4—0H H* H—(I:—OH H—CI>—0H H,0 H—C—OH

H,C,—OP 02" H,C —OP0,% H,C—O0P0,2" HzC —OP 042~ tilacoides

o # 3 adgra g @,
ribulosa-1,5-bisfosfat intermediari intermediari 3-fosfoglicerat (2) NG
endiolat B-cetonic NS

®" Es localitza en forma soluble en [l'estroma del
cloroplast.

® En les plantes té una massa molecular al voltant de
500.000 i esta constituit per 8 subunitats grans (L, MM
aprox. 50.000), catalitiques i 8 subunitats petites (S,
MM 15.000) amb una funcié reguladora.

® Totes les RuBisCO tenen també activitat oxigenasa.
Aquesta és la primera reaccio de la fotorespiracio.




ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Procediment de purificacio

Extraccié §

®" Unes 25 fulles, rentades amb aigua i '
eixugades. Peseu-ne 10 g.

" Trossegeu les fulles sobre la solucié
amortidora d’extraccié (40 mL)
refredada, ja dins de ’homogeneitzador
de ganivetes (Osterizer)

® Trituracié 3 x 1 min, poténcia mitjana

® Filtracié per gasa, amb embut (mesureu
el volum recollit)

® Hi afegiu PVP solid, 2 g/100
mL d’extracte i I'agiteu.

® Centrifugueu 3.330g, 10 min

® Decanteu i recolliu el
sobrenadant: EXTRACTE
CRU, mostra 1 (M1).
Manteniu en fred

= Mesureu el volum de MA1.

Amortidor d’extraccid
Tris-H,S0, 100 mM
MgS0, 10 mM
pH 8,0
+ 2-mercaptoetanol 20 mM (afegit
just abans d’utilitzar-lo, 1,4
uL/mL, des de la solucié estoc)

Separeu dues aliquotes de 100 pL de M1 en tubs d’Eppendorf:
*Una per a electroforesi: afegiu 50 pL de solucié SDS3X.
*|'altra per a quantificacié de proteines (manteniu-la sempre en fred).

decantacio




ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER
Procediment de purificacié /\ o Y

Fraccionament amb PEG (sempre en = H O/
fred) ! n

® Porteu I'extracte cru (M1) a 10% (p/v) Polietilenglicol (PEG)
PEG utilitzant PEG 50% (p/v). La Solucié al 50% (p/v)

RuBisCO no precipita, perd altres
proteines si

® Centrifugueu 12.000g, 15 min

® Decanteu, recolliu el sobrenadant:
mostra 3 (M3). 10% PEG

® Dissoleu el precipitat amb una soluci6
amortidora d’extraccié (un 1/3 del volum
d’extracte cru): mostra 2 (M2)

Centrifugacio

® Mesureu els volums de M2 i M3

Separeu dues aliquotes de 100 pL de M2 i M3 en
tubs d’Eppendorf:
*Una per a electroforesi: afegiu 50 pL de
solucié SDS3X.
*altra per a quantificacié de proteines
(manteniu-la sempre en fred).

Decantacio




ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Procediment de purificacio

O _H
H O
n
Polietilenglicol (PEG)
Solucid al 50% (p/v)

Fraccionament amb PEG M2 .

® Porteu el sobrenadant anterior (M2) a 20% (p/v)
PEG utilitzant PEG 50% (p/v). Incubeu sobre
gel. La RuBisCO precipita.

® Centrifugueu 12.000g, 15 min

® Precipitat, conté RuBisCO

® Sobrenadant, mostra 5 (M5).

® Dissoleu el precipitat amb solucié amortidora

d’extraccié (un 1/3 del volum d’extracte cru):
mostra 4 (M4)

T

l['['l(lO

]

Centrifugacio

20% PEG

Separeu dues aliquotes de 100 pL de M4 i M5
(per a I'electroforesi i per a la quantificacié de proteines)

® Dialitzeu M4 amb solucié amortidora d’equilibratge
(1L) tota una nit i mesureu-ne el volum Decantacié

/7 o 77 ™\
{ i }i

| bossa de ‘wa;gz _

dialisi “_\ﬁ -

. .'I. 3l .o ”
__[solucio de/?', o Amortidor d’equilibratge
proteina |/, 75; D Tris-H,S0, 10 mMpH 7,8




ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Procediment de purificacid

Cromatografia de canvi ionic: DEAE-cel-lulosa

® Cromatografia en columna (vidre):
* Muntatge de la columna

* Equilibratge de la columna (solucié amortidora

d’equilibratge)

—t

colun_1na F. mbbir\ suport .
e —>» cromatografic

Equilibratge
columna

clau \% %

® Desenvolupament de la cromatografia

* Estimacio del flux lliure maxim

* Connexi6 de la columna a una
bomba peristaltica amb un flux
aprox. del 50% del maxim

* Aplicacié de la mostra

* Després de I'entrada de la mostra,
renteu amb una soluci6 amortidora
d’equilibratge (uns 25-30 mL)

r F. estacionaria
¥

Fase

estacionaria ® '/mObll
-

L Fase

B

® |Interacci6
@ .
@ @ electrostatica

mostra

Aplicacié
mostra

Bomba peristaltica

Columna

Col-lector de
fraccions

)
|

Columna
Cromatografica

Diposit d'eluent

Bomba
Valvula + peristaltica




ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Procediment de purificacio

Cromatografia de canvi ionic: DEAE-cel-lulosa

* Connexi6 al formador de gradient [75 mL damortidor
d’equilibratge + 75 mL amortidor d’equilibratge 0,2 M
(NH,),SO,)]

* Fraccionament eluit: recolliu 5 mL/fraccié amb col-lector de
fraccions (programeu el col-lector per temps i estimeu els
temps, minuts, per a aquest volum)

Col-lector
de fraccions

* En acabar el gradient, passeu 20 mL damortidor
d’equilibratge 0,2 M (NH,),SO, i recolliu-ne 4-5 fraccions més.

* Regenereu el canviador d’anions passant 50 mL d’amortidor
d’equilibratge 1 M (NH,),SO,, després 50 mL de solucid
amortidora d’equilibratge. Finalment, desmunteu la columna i
recupereu la DEAE-cel-lulosa.

Formador
de gradient

Columna
cromatografica

Col-lector de
fraccions




ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Procediment de purificacio

Determinacio del perfil d’elucié

® Mesureu 'absorbancia a 280 nm de les fraccions

® Representeu A,g, en funcié del nombre de fraccio

® Representeu el gradient de concentracié (NH,),SO, aproximadament

® De la fraccié amb maxim de A,g,, determineu-ne A,g, (contaminacio per acids nucleics)

\ 4

Azgo

(NH4),SO,4, M
S 0.2

0,1

10 20 30 40
nombre de fraccid

— Conserveu la fraccié amb maxim de A,g,, mostra 6 (M6) La Ay, de M6 serveix per a determinar la

— Separeu l'aliquota de 100 L de M6 (per a electroforesi) i concel:ntraci.c’) de. proteina, suposant que cgnté
afegiu 50 pL de solucié SDS3X només RuBisCO i sabent que €,5,'* de la RuBisCO

és 16,7 (cm-g/100mL)!




ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

10 g de fulles de taronger + 40 mL d'amortidor d’extraccié

* . .
Esquema dela 3 x 1 min Osterizer

purificacio v filtracié
homogeneitzat
+ PVP 2%, agitacid

*centrifugacid, 3.330g, 10 min

sobrenadant Extracte cru, M1 * mesureu-ne el volum

sediment
(descartat) + PEG 50%, fins al 10% final
*centrifugacid, 12.000g, 15 min
Dissoleu en 1/3 volum precipitat sobrenadant M3  * mesureu-ne el volum

d’extracte cru, M2 ] ]
+ PEG 50%, fins al 20% final

*centrifugacid, 12.000g, 15 min

Dissoleu en 1/3 volum

d’extracte cru, M4 Ll sobrenadant M5

*
- . mesureu-ne el volum
l, * Dialitzar (tota una nit)

dialitzat

*Cromatografia de canvi ionic
DEAE-cel-lulosa

RuBisCO purificada M6

10



ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

. . .. \0 Blau de Coomassie
Determinacio de la concentracié de \@\ Brillant G
NH

proteines en mostres M1-M5

® Métode de Bradford: reaccio del blau de o o
“-kvs s{v

0" Na ‘ 0
Coomassie amb les proteines i generacio o 0
del color blau (absorcié a 595 nm). ‘ \
T

® En un medi acid, el Coomassie és marro
(maxim d’absorcié 465 nm); en unir-se a
les proteines, el complex blau de
Coomassie-proteina resultant és blau
(maxim d’absorcié 610 nm). La intensitat

0 5 20 50 200
del color blau (I'absorcié al voltant de 600
nm) és proporcional a la concentracio de
les proteines. — == ==

Proteina (ug/mL)

2,01
® | a unio del colorant a les proteines depén S
de la preséncia d’aminoacids basics (Arg, &5 L5
Lys i His). Les forces de Van der Waals i 'g
les interaccions hidrofobiques també 310
participen en la uni6 del blau de < 0.5
Coomassie a les proteines. ’
400 500 600 700

Longitud d’ona (nm) 11
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Determinacié de la concentracio de proteines Reactiu de Bradford 1X

en mostres M1-M5 -Diluir 1/5 del reactiu de Bradford 5X,
amb aigua (15 mL 5X+ 60 mL H,0).

® Prepareu la corba patré amb la proteina BSA. -Filtrar amb paper de filtre

" Mescleu les quantitats de la taula amb 1 mL de
reactiu de Bradford 1X.

® Mesureu la Aggs 5 min després.

" Representeu una corba patr6. Deduiu les
concentracions de proteina en les solucions M1-M5
per interpolacio.

pLsoluci6 BSA | pL ML ,

[ 0(blanc) 20 1,21
2.5 17.5 -
Ne)
s 5,0 5 - 091
g 10 10 -
15 5,0 - 1
< Ao mostra O
Il 20 0 - p?gsblema)
i M1 175 2,5 (interpolacid)
wn © »
S & M2 17,5 2,5
Lo
S5 M3 7.5 2,5 :
5 2 M4 17,5 2,5 " 10 20 30 40 50
wa .
M5 7.5 25 g proteina

12

12



ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Seguiment de la purificacié de RuBisCO

Electroforesi: gel de poliacrilamida en
preséncia de SDS (SDS-PAGE)

La qualitat i el grau de purificacié de la RuBisCO
en els diferents passos és analitzada per
electroforesi discontinua en gel de poliacrilamida.
En preséncia de SDS, les proteines son
desnaturalitzades i adquireixen molta carrega
negativa. Els complexos SDS-proteina se separen
per electroforesi en un suport restrictiu com la
poliacrilamida d’acord amb les masses moleculars

® Preparacio del gel d’electroforesi
* Munteu el “sandvitx” amb les plaques de vidre (1)
* Poseu el “sandvitx” en el marc (2)
* Subjecteu-lo amb les pinces del mateix marc (3)
* Encaixeu-lo i subjecteu el marc en el suport (4)

cubeta

Suport per a
preparar els
gels

Plaques
de vidre
per a gel

13
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ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Electroforesi: gel de poliacrilamida en
preséncia de SDS (SDS-PAGE)

.. , . Gel inferior: 14% acrilamida
® Preparacio del gel d’electroforesi

solucio A 2,3 mL
* Prepareu la mescla del gel de resolucio solucié B 1,25 mL
(inferior) d’acord amb la taula.
. . H 1,4 mL
* Aboqueu-la al “sandvitx”, tot deixant 1,5 cm 20 adll
superiors sense omplir. Cobriu amb un poc de pers.am. 10% (C) 15 pL
butanol (per tal de separar el gel de I'oxigen de TEMED 4 ul

I'aire, que inhibeix la polimeritzacio).
* Polimeritzeu en 30-40 min.

. i ) Gel superior: 4% acrilamida
* Elimineu-ne el butanol i renteu amb aigua

* Aboqueu la mescla del gel de concentracié solucio A 200 pL
(superior) i col-loqueu la pinta. solucié BX 575 il
* Deixeu que gelifique i conserveu-la en nevera
fins que la utilitzeu. H,0 900 pL

pers.am. 10% (C) 10 pL
TEMED 5puL



ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Electroforesi: gel de poliacrilamida en preséncia de SDS (SDS-PAGE)

" Muntatge de la cubeta d’electroforesi i aplicacié de les mostres
* Traieu el “sandvitx” del marc (1), traieu la pinta i retoleu els pouets sobre la placa llarga

* Poseu el “sandvitx” al suport, la placa curta a l'interior (2) i tot dins de la carcassa. Fixeu-ho amb

les pinces (3 i 4)
* Col-loqueu el conjunt a la cubeta d’electroforesi (5)

* Afegiu la solucié amortidora d’electroforesi als recipients
intern i extern.

Amb la pipeta automatica, apliqueu les mostres.
La taula suggereix un possible ordre d’aplicacio.

D’acord amb el procés de purificaci6 emprat, cal trobar
RuBisCO en les mostres M1, M3, M4 i M6, mentre que en M2
i M5 no. La preséncia de RuBisCO en M2 i M5 significara
pérdua de proteina i, per tant, un rendiment baix.

Pouet | Mostra Volum (pL)
1 Patré6 MM 5
2 M1 15
3 M3 10
4 M4 5
5 M6 15
6 = =
7 M2 5
8 M5 15
9 o -
10 - -

15

15



ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Electroforesi: gel de poliacrilamida en preséncia
de SDS (SDS-PAGE)

® Posada en marxa de I'electroforesi

Col-loqueu la tapa i endolleu els cables a la font de
corrent continu (font d’electroforesi): positiu-roig,
negatiu-negre. Les proteines tenen carrega negativa
per la preséncia de SDS.

Seleccioneu 70 V i connecteu la font. Quan les mostres
hagen penetrat, augmenteu a 150 V.

Quan el colorant marcador, blau de bromofenol, arribe a
aproximadament 1 cm del final del gel, desconnecteu la
font i traieu el gel de les plaques de vidre.

Tenyiu les proteines submergint el gel en una solucid
colorant (30-60 min, amb agitacio).

Elimineu I'excés de colorant deixant el gel en decolorant
fins al dia seglent. Transferiu el gel a aigua destil-lada.

Colorant:

Blau de Coomassie R-250 0,1% (p/v), acid acetic

8% (v/v), metanol 40% (v/v) ey
Decolorant:

Acid acetic 5% (v/v), metanol 20% (v/v)

t

Gel de poliacrilamida
després de tenyir i
destenyir

16
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ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Analisi del gel d’electroforesi: estimacié de la qualitat de la purificacié de la
RuBisCO

El rendiment i grau de purificacié de la RubisCO obtinguts en el procediment realitzat
es determina mitjangant una analisi d'imatge del gel d’electroforesi que conté mostres
després de cadascun del passos de purificacio aplicats.

® Fotografia del gel
¢ Utilitzeu un transil-luminador amb camera
connectada a un ordinador. Obteniu-ne
una imatge digitalitzada (JPEG, per
exemple) per a I'analisi.

Camera
digital

® Analisi de la imatge
* Amb el programa Imaged, lliure,
descarregat d’Internet

(http://rsbweb.nih.govl/ij/)
Imaged

= "‘1"‘ Aot ol |;-. ;Ialwl.ll | Image Processing and Analysis in Java
T 21T piels, FUE 252
- -

Software
d’analisi

Transil-luminador

1 rea [Percen

1 4820175 36631
2 B33BTI1 63369
e <

* Amb [l'eina “rectangle” seleccioneu cada carrera. Amb analyze/gels/select first line i
analyze/gels/plot line es mostra el perfil d’intensitat de tota la carrera. L'eina pencil permet dibuixar
la base dels pics de les bandes de proteina que cal quantificar (queden en groc). Amb la vareta
heu de seleccionar totes les arees, que apareixen seguint 'ordre d'esquerra a dreta i de dalt a
baix. Les arees proporcionen la quantitat relativa de proteina de cada banda.

17
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ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Analisi del gel d’electroforesi: estimacié de masses moleculars

La massa molecular de les bandes de proteina d'interés es determina comparant la
seua mobilitat electroforética amb la de proteines patré6 de massa molecular coneguda.

® Determinacié de la distancia recorreguda
(dins del gel de resolucid)

* Amb la imatge digitalitzada i el programa ImageJ
podeu obtenir la distancia recorreguda per cada
proteina.

* També la podeu determinar mesurant-la
directament sobre el gel o sobre una imatge
impresa.

® Representeu logMM en funcié de la
distancia per a les proteines patré: obteniu
aixi una recta de calibratge

® Interpoleu sobre la grafica la distancia de
cada proteina problema i deduiu-ne la
massa molecular

Log MM

patré problema

5: MM~ ===
6: MM, ===

730 60
L, Distancia (mm)

18
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ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Qualitat del procés de purificacié de la RuBisCO de fulles de taronger

Amb les dades obtingudes de I'analisi de la imatge del gel d’electroforesi heu
d’emplenar les taules segiients (corresponents al qliestionari).

. p Area
Mostra | ArealL | AreaS total %L %S
M1
M3
M4
Mé

Qiiestio 5: Valors obtinguts directament de I'analisi de la imatge

: [ ¥ MM, | MM, MM, Estequiometria
MM patro | Migracio Mostra | " | 's " | holoenzim it
M1
M3
M4
M6

Qiiestid 6: Per a obtenir la recta de calibratge i determinar-ne la MM de les subunitats de la RuBisCO. Per
a l'estequiometria: les proteines amb major MM donen bandes més intenses (uneixen més colorant),

amb la mateixa quantitat molar. Per aix0, les arees de cada subunitat s’han de dividir per la MM i el

resultat aplicat en el quocient S/L . 19



ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Qualitat del procés de purificacié de la RuBisCO de fulles de taronger

Amb les dades obtingudes de I’analisi d’imatge del gel d’electroforesi

Mostra Vol Prot. RuBisCO RuBisCO Rend. Rend./ f flpas
(mL) (mg) (%) (mg) (%) pas
Ext. Cru M1
PEG Sb M3
PEG Sd M4
DEAE-Cel M6

Qiiestid 7: Taula resum de tot el procés de purificacio

— Vol (mL): volum d’extracte després de cada pas de purificacio.
— Prot. (mg): contingut en proteina després de cada pas. La concentracié de proteina I’heu de determinar amb el
metode de Bradford (M1, M2 i M4) o amb la A,g, (M6). Amb el volum obteniu la quantitat de proteina total.

— RuBisCO (%): I'analisi d'imatge del gel proporciona els % de L i S respecte de la proteina total en cada carrera

(o extracte); la suma dels dos déna el % de RuBisCO.

— RuBisCO (mg): I'heu de calcular amb el % anterior i la quantitat de proteina total (mg).

— Rend. (%): rendiment. L'heu d’obtenir respecte de I'extracte cru (M1), dividint el mg de RuBisCO en cada pas
pels mg de RuBisCO en M1. Expresseu-lo en %.

— Rend./pas: rendiment de cada pas. Dividiu els mg de RuBisCO després de cada pas pels mg RuBisCO obtinguts
en el pas anterior.

— f: factor de purificacio. Nombre de vegades que una proteina ha esta enriquida en un procés de purificacio.
Resulta de dividir (mg de RuBisCO/mg de prot.)seqpes de cada pas/ (M8 de RuBisCO/mg de prot.)yracte cru, m1-
Numericament és igual que el quocient entre (% de RuBiSCO) .4, pas/ (% de RUBISCO) eyiracte cru, ma-

—f/pas: f de cada pas. Dividiu (mg de RuBisCO/mg de prot.)yesyrés de cada pas/ (M8 de RuBisCO/mg de prot.)

pas anterior* 20

20



ESTUDI DE LA RIBULOSA-1,5-BISFOSFAT-CARBOXILASA-OXIGENASA DE FULLES DE TARONGER

Pla de treball

Dia 1

Resolucié de questions. Preparacio de les solucions.
Muntatge de la columna DEAE-cel-lulosa

Dia 2

Extraccié. Fraccionament amb PEG. Dialisi. Preparacio
de mostres per a I'electroforesi

Dia 3

Cromatografia en columna DEAE-cel-lulosa. Mesura
espectrofotométrica de les fraccions cromatografiques.
Muntatge del gel d’electroforesi

Dia 4

Electroforesi i tincio del gel. Determinacié de la
concentracio de proteines. Demostracié del programa
d'analisi d'imatge, ImageJ

Dia 5

Fotografia del gel. Determinacié del % d'arees i de les
masses moleculars mitjangant I'analisi de la imatge

21
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UNIVERSITAT DE VALENCIA

ANEXE |

Questions de la 1a part de Practiques integrades de metodes
En algunes respostes és convenient incloure les grafiques que s’han utilitzat, o enganxades o en
dibuixos. Es també convenient incloure les equacions i calculs matematics utilitzats.

=@ Departament de Bioquimica i Biologia Molecular

Practica 1
1.1. Determina el coeficient d’extincié ('™ i €2**) de 'hemoglobina a 405 nm?

Com expliques la pérdua de linealitat en la representacid de Ass en funcio de la
concentracio de 'hnemoglobina?

1.2. Si coneixem el €405 de I'hnemoglobina, podriem saber I'absorbancia d’'una solucié d’aquesta

proteina a 280 nm?



1.3. Determina les concentracions del indicador en estat protonat i desprotonat, als pHs 3,4 14,2,
utilitzant les dades d’absorbancia obtingudes experimentalment.
Pots determinar aquestes concentracions i, per tant, del pH de la solucio, amb una mesura
d’absorbancia en el punt isosbéstic? Explica-ho.

Practica 2
2.1. Descriu les reaccions que s’estan mesurant en aquesta practica (amb els dos substrats).
dibuixant les estructures de substrats i productes.

2.2. Determina K, de la ppL per al PNPA amb les dades experimentals obtingudes.
Quin tipus d’inhibicié exerceix I'acid fenilboronic sobre aquest enzim? Explica-ho.



2.3. Podries haver determinat els parametres cinétics de la ppL, actuant com a esterasa, si el
compost acolorit féra el substrat i no el producte de la reaccié? Explica com.

Practica 3

3.1. Creus que el metode de mesura emprat serviria també per a estudiar la desnaturalitzacio del
DNA? Que produiria un major increment en els valors d’absorbancia, la desnaturalitzacio o
la hidrolisi? Per qué?



3.2. A partir dels espectres d’absorcid i suposant que s'aconsegueix una hidrolisi completa del

DNA amb MNasa, determina Ag,60/M de parell de bases (es tracta d’esbrinar I'increment en
I'absorcio produida per l'alliberament d’'un parell de bases (en mol/L) des del polimer.

3.3. Determina la concentracio d’etanol en les mostres de cervesa.
Qué és més convenient per a aquesta determinacid, emprar una corba patré o utilitzar
e360(NADH) directament? Per qué?



Practica 4
4.1. Quina és la causa de les diferencies en I'emissid fluorescent del ANS en els diferents
solvents? | en preséncia de BSA?

4.2. Determina la constant d’'unié del ANS a la BSA a partir de les mesures de fluorescéncia
d’aquesta practica.

4.3. Com has vist, la BSA és una proteina fluorescent, aixi si la unié d'un lligand (L) no
fluorescent a la BSA produira una disminucid de I'emissio de fluorescencia de la BSA,
podriem determinar també la constant d'unid L-BSA? Descriu quins experiments i
representacions grafiques hauries de fer.



Practica

5.1. Determina les concentracions de Ca®* de la soluci6 problema i de I'aigua de l'aixeta? Si la
intensitat de fluorescencia obtinguda amb la solucié problema féra un valor similar a
I'originat amb concentracions de Ca?* saturants, podries encara determinar la concentracié
de Ca** problema? Com?



5.2. En els experiments amb QUIN2 hem determinat I a Aex= 340 nm. Tanmateix, podriem haver
realitzat aquestes mesures a una altra Aex (per exemple, a 310)? Com s’hagueren vist
afectats els valors? Serien majors o0 menors? En que afectaria aixo a la determinacié de la

[Ca*'] problema?

5.3. Podria servir I'indicador de pH fluorescent BCECF per a estimar un pH acid amb un valor,
per exemple, entre 3 i 4? Per qué? Quin requisit hauria de complir la sonda de pH per a
poder deduir aquest valor de pH acid?



UNIVERSITAT DE VALENCIA “=" Departament de Bioguimica i Biologia Molecular

ANEXE I

Questions de la 2a part de Practiques integrades de metodes

1. a) Abans de la cromatografia de canvi ionic, hem canviat, mitjancant dialisi, la composici6 de
la soluci6 amortidora que conté I'extracte proteic. Es podria haver fet també mitjancant una
cromatografia d’exclusié molecular?

b) Quins avantatges i quins inconvenients presenta cadascun d’aquests sistemes en el canvi de
dissolvent o dessalatge de mescles de proteines?

2. a) Representeu (a part) el perfil d’elucié de la columna de DEAE-cel-lulosa

b) A quina concentracid, en el gradient de sulfat amonic, elueix la RuBisCO?

c) Quina carrega neta ha de tenir la RuBisCO al pH en el qual es fa la cromatografia?

d) De quina altra manera es podria haver eluit?



3. a) Quin és el valor de la relacid Azgo/Azo Obtingut per a la RuBisCO purificada? De qué
informa aquest parametre?

b) Cal esperar que varie en les diferents fraccions al llarg del pic d’elucié de la RuBisCO? De
gue pot dependre?

4. a) Representeu graficament (a part) la corba patr6 per a la quantificacié de proteines

b) Completeu la taula amb les dades de la valoracié de proteines.

Mostra Asgs mg proteina/mL mg proteina/pouet
M1
M3
M4

M6 (Az2s0)

c) Per qué utilitzem el métode de Bradford en lloc de mesures espectrofotometriques i el
coeficient d’extincio molar de la RuBisCO per a la determinacié de proteines al llarg del
procés de purificacio?

5. a) Mostreu (a part) una figura del gel que heu obtingut en les practiques. Assenyaleu a que
corresponen cadascuna de les carreres i les bandes de proteina que identifiqueu.



b) Completeu la taula segiient amb les dades que proporciona el programa d’analisi d'imatge.

Mostra Area L AreaS | Areatotal % L % S
M1
M3
M4
M6

6. a) Completeu la taula segiient i representeu (a part) la recta de calibratge corresponent.

MM patro Migracio

b) Calculeu graficament la MM de les subunitats de la RuBisCO en la mostra M6.

c) Incloeu en la taula seguent els resultats obtinguts mitjancant I'analisi d’imatge del gel.

Mostra| MM,L | MM, S hol(")"e'\f;zim Esteqtglt)Lmetria
M1
M3
M4

M6




d) Compareu les grandaries obtingudes en la mostra M6 amb les de la bibliografia. Comenteu-ne
els resultats.

e) Com podrieu explicar la variacio de la relacié estequiometrica entre subunitats al llarg del
procés de purificacio?

7. Taula resum del procés de purificacié

Mostra Vol Prot | RuBisCO | RuBisCO | Rend. Rend/ t | fipas
(mL) | (mg) (%) (mg) (%) pas
Ext. Cru M1
PEG Sb M3
PEG Sd M4
DEAE-Cel M6

a) Quin és el millor pas de purificacio pel que fa al rendiment?

b) | pel que fa al factor de purificaci6?



c) |des d'un punt de vista global?

d) Per que és tan baix el rendiment en la cromatografia de canvi ionic? Com podrieu
incrementar-lo? Afectaria a la purificacioé I'increment del rendiment?
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