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DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO DE PROTEINA DE LA LLET
PER UN METODE COLORIMETRIC.

1.Introduccio

Hi ha diferents metodes colorimetrics per tal de determinar la concentracio
total de proteina d’'una mostra, com per exemple els metodes de biuret,
Lowry i Bradford. El metode de biuret és el més antic i es basa en una
reaccid de quelacid i una reaccié redox. El metode de Lowry, que implica
dues reaccions redox, és més sensible que |'assaig de biuret, pero es veu
afectat per interferencies provinents de substancies i reactius d’us habitual
en el laboratori. L’assaig de Bradford utilitza un colorant anomenat Blau de
Coomassie G-250, I’ts del qual va ser descrit per primera vegada per M.

Bradford I’'any 1976.
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Blau de Coomassie G-250



Aguest assaig es basa en les propietats quimiques del colorant i la seva
capacitat d’interaccionar amb les cadenes laterals d’aminoacids especifics.
El colorant Coomassie G-250 presenta diferents formes: com a constituent
de la soluciéo de Bradford, el colorant existeix en el seu estat cationic
(protonat) i pren un color roig marré. El pic d’absorcié del colorant en
aquest estat és de 470 nm. Quan el colorant s’uneix i interacciona amb els
aminoacids, el colorant es converteix en la seva forma estable
desprotonada i el pic d’absorcid es desplaca des de 470 nm a 595 nm,
prenent un color blau. Aquesta forma estable del colorant es pot observar
i quantificar facilment en un espectrofotometre. Hi ha una correlacio entre
la intensitat del color blau i la quantitat de proteina de la mostra: aixi, com
més intens és el color blau que pren la mostra, més quantitat de proteina
conté. Utilitzant dilucions seriades de proteines de concentracid coneguda,
es pot generar una corba de calibratge. Aquesta corba és utilitzada per
guantificar la quantitat de proteina que conté una mostra problema,
basant-nos en la intensitat del color blau que pren. L’assaig de Bradford és
senzill, molt sensible i no resulta molt afectat per les substancies i reactius

d’Us habitual en el laboratori.

Les interaccions quimiques del Blau de Coomassie G-250 amb les proteines
son de tres tipus. Les interaccions primaries es donen a través dels residus
d’arginina, un aminoacid molt basic, que interacciona amb els grups
sulfonic del colorant mitjancant interaccions electrostatiques. Els anells
aromatics del colorant també estableixen interaccions més febles amb els
anells aromatics dels aminoacids, com el triptofan, tirosina i fenilalanina

(interaccions de tipus “stacking”). Finalment, el colorant també



interacciona débilment amb els aminoacids que presenten cadenes laterals
hidrofobiques, com la leucina.

En aquest assaig de laboratori, el métode de Bradford s’utilitza per tal de
qguantificar el contingut de proteina en llet sencera de vaca i en un preparat
de soja. Les proteines majoritaries de la llet de vaca sén les caseines, la a-
lactalbumina i la B-lactoglobulina. Les caseines (almenys 4 formes diferents
en llet de vaca) son les proteines més abundants de la llet i tenen bastants
aminoacids que poden interaccionar fortament amb el colorant Blau de

Coomassie G-250: arginines, triptofan, tirosines, histidines i també lisines.

2. Objectiu.
L’objectiu d’aquest experiment és determinar la concentracio de proteina
gue hi ha en una mostra de llet sencera i en un preparat de soja, que teniu

a la vostra gradeta.

3. Experiment.

L’assaig de Bradford es realitza en quatre etapes principals:

e Preparacié d’una dilucié seriada d’estandards de proteina i
preparacié de les mostres problema.

e Addici6 del colorant de Bradford (marrd, forma cationica) i incubacio
durant més de cinc minuts (sense excedir de 60 minuts). La unio del
colorant a la proteina porta a la formacié de la forma desprotonada
del colorant, el que produeix un viratge de color cap al blau.

e Lectura de l'absorcié a 595 nm en un espectrofotometre.



e Construccid d’una corba de calibratge amb les dades obtingudes a
partir dels patrons de concentracié coneguda i determinacié de la

concentracid de proteina continguda a les mostres problema.

3.1 Material i equipament:

- Tampd PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Fosfat sodic, 2 mM
Fosfat potassic a pH de 7.4).

- Reactiu de Bradford concentrat (Blau de Coomassie G-250).

- Dissolucié estandard de y-globulina bovina a una concentracié de
0,2 mG/mL

- Una mostra de llet sencera de vaca i una mostra de preparat de soja.
Aquestes 2 mostres han estat diluides préviament 100X (a partir
dels productes comercials), per tal que les seves concentracions de
proteina “entrin” dins de la corba de calibratge.

- Espectrofotometre per mesurar la densitat optica a una longitud
d’ona de 595 nm (Asgs, 0 també ODsgs).

- Micropipetes (P1000, P200i P20).

- Puntes de pipeta (cons de plastic blaus i grocs) i tubs “eppendorf”.

- Gradeta per tubs “eppendorf”.

- Guants. El reactiu de Bradford és irritant per la pell.

3.2 Métode:
Es fara una corba de calibratge amb y-globulina bovina com proteina

estandard. S’interpolaran a aquesta corba de calibratge els valors obtinguts



de les absorbancies de les dissolucions problema, per tal de determinar la

concentracid proteica en aquestes dissolucions.

- Retolar 11 tubs “eppendorf” del 1 al 11 i deixar-los a la gradeta.
- Preparar 1 blanc i 6 dissolucions estandard de y-globulina bovina (de 2 a 20

UG/mL) en tubs “eppendorf”, tal com s'explica a la taula seglient:

L i6 final
rub | Tampe | MLdevgiobuinaa | uGde | ORI ne e
P [0,2 mG/mL] proteina al tub P

PBS HG/mL
1

1

(blanc) 000 0 0 0

2 990 10 2 2
3 980 20
4 960 40 8 8
5 940 60 12 12
6 920 80 16 16
7 900 100 20 20

- Posar els uL corresponents de PBS a cadascun dels tubs “eppendorf”
emprant el mateix con de plastic a la punta de la pipeta. Comencem pel tub
n2 1 al que posarem 1 mL de PBS: un cop agafat el volum d’1 mL de tampd
amb la pipeta, es recolza I’extrem del con que hi ha a la punta de la pipeta en
el lateral del tub “eppendorf”. A continuacié es prem suaument I'émbol de Ia
pipeta fins al primer topall de la pipeta, esperar uns dos segons perque el
liquid surti i a continuacié es continua prement fins al segon topall (seguir les
instruccions del manual “Com pipetejar correctament”).

- A continuacié ajustarem la pipeta per tal que agafi 0,99 mL i després

d’agafar-los els dispensarem al tub n? 2, seguint les normes anteriors.



- Continuarem aixi, sense canviar el con de la pipeta fins haver dispensat 0,9
mL a I'eppendorf n2 7.

- Ara dispensarem a cada tub “eppendorf” el volum corresponent de Ia
dissolucioé de y-globulina patré (que esta a una concentracié de 0,2 mG/mL).
Abans, pero, invertirem el tub en el que esta la dissolucié de y-globulina patré
dues o tres vegades (per assegurar que la dissolucié sigui homogenia).

- A la pipeta adient |i posarem un con de plastic i agafarem 10 uL de la
dissolucid de y-globulina patrd. A continuacid dispensarem aquests 10 pL a
I’eppendorf n? 2: introduirem la punta del con de la pipeta dintre del tub, de
forma que la punta del con estigui dintre del liquid (sén els 0,99 mL de PBS
que li hem posat abans). A continuacié es prem I'embol de la pipeta fins al
primer topall de la pipeta, esperar uns dos segons perque el liquid surti i a
continuacio continuar prement fins al segon topall. Sense deixar de prémer
I’embol treure la punta del con de dins de la dissolucio i expulsar la punta el
receptacle de recollida de residus adequat.

- Ara posarem un nou con de plastic i agafarem 20 uL de la dissolucid de y-

Ill

globulina patro, que posarem dintre del “eppendorf” n2 3, de la mateixa
forma que hem indicat abans.

- Es procedira aixi, fins haver completat els 7 tubs, que ens permetran
construir la corba de calibratge.

- A continuacid, prepararem les dissolucions que contindran la mostra de llet
i la de soja, fent duplicats de cada mostra. Emprarem els tubs que hem retolat
8,9,10i 11.

- En els quatre tubs posarem 0,98 mL de PBS sense canviar el con de la pipeta.

- A continuacid, invertirem dues o tres vegades els tubs en els que estan la llet

sencera i el preparat de soja.



- Ara agafarem la pipeta adient a la que posarem un con de plastic i agafarem
20 pL de la mostra de llet sencera. Dispensarem aquests 20 pL al tub n2 8 (que
conté 0,98 mL de PBS) i amb un altre con, 20 plL de la mateixa mostra al tub
n2 9.

- A continuacio, canviarem el con de la pipeta, i dispensarem 20 plL de preparat
de soja al tub n? 10 (que conté 0,98 mL de PBS) i després de canviar el con,

20 pL del mateix preparat al tub n2 11..

Tub 8 | 980 pL de tampd PBS 20 plL de la mostra de llet sencera

Tub 9 | 980 uL de tampd PBS 20 pL de la mostra de llet sencera

Tub 10 | 980 uL de tampo PBS 20 plL de la mostra del preparat de soja

Tub 11 | 980 pL de tampd PBS 20 plL de la mostra del preparat de soja

- Afegir a cadascun dels 11 tubs “eppendorfs” (1 amb blanc, 6 amb estandards
de proteina, 2 amb la mostra de llet i 2 amb la de soja), 200 uL de reactiu de
Bradford concentrat.

- Agafarem la pipeta adient i afegirem 200 plL de reactiu de Bradford al tub
eppendorf n? 1. Després taparem el tub n21 i l'invertirem dues o tres vegades,
perque es doni la reaccié amb el reactiu de Bradford i que la barreja resultant
sigui homogenia.

- Canviarem el con de la pipeta i agafarem 200 pL de reactiu de Bradford que
afegirem al tub n92, tapant-lo a continuacid i invertint-lo dues o tres vegades.
Procedirem aixi, fins haver afegit el reactiu de Bradford als 11 tubs.

La taula seglient indica el punt en el que estem ara:



Tub puL de Tampo uL de y-globulina a UL de reactiu de
PBS [0,2 mG/mL] Bradford
1 (blanc) 1000 0 200
2 990 10 200
3 980 20 200
4 960 40 200
5 940 60 200
6 920 80 200
7 900 100 200
3 980 20 plL de la mostra de 200
llet sencera
9 980 20 plL de la mostra de 200
llet sencera
10 980 20 uL dela mostr:? del 200
preparat de soja
11 980 20 uLdela mostr? del 200
preparat de soja

- A continuacid, tornarem a invertir cadascun dels 11 tubs dues o tres vegades
per assegurar la homogeneitat de la dissolucio.

- Incubar a temperatura ambient els tubs “eppendorfs” per un periode

comprés entre 5 minuts (com minim) i 1 hora (com a maxim).

Les absorbancies dels onze tubs s’han de llegir seqiiencialment des de el
blanc (tub n2 1) fins la tltima mostra (tub n2 11). Es important que tots els
tubs estiguin el mateix temps en contacte amb el reactiu de Bradford:

- Mentre els tubs

“eppendorf” estan incubant-se,

I’espectrofotometre una longitud d’ona de 595 nm.

seleccionarem a



- Ara llegirem les absorbancies de les dissolucions dels 11 tubs “eppendorf”
comencant pel “blanc”. Les cubetes s’agafen per la seva part rugosa i opaca,
no tocant mai la part transparent. Per a determinar les absorbancies dels 11
tubs emprarem tres cubetes: una primera pel blanc i per les solucions
estandard de y-globulina, una segona cubeta per les mostres amb llet
sencera i la tercera per les mostres del preparat de soja. Abocar el contingut
del tub “eppendorf” marcat com “blanc” (tub 1) a una cubeta
d’espectrofotometre. Posar-la dins de I'espectrofotometre en el que estara
seleccionada la longitud d’ona de 595 nm (la cubeta s’orienta dins
I'espectrofotometre de forma que les parets transparents de la cubeta
estiguin encarades amb el feix de llum). Prémer el boté corresponent de
I’espectrofotometre per a posar I'absorbancia a zero. Donat que aquest tub
eppendorf no conté proteina, la Asss (ODsos) que indica (resultant de la
interaccié del tampd amb el reactiu de Bradford) és la del “blanc”. En lloc
d’anar restant aquest valor a tots els altres tubs, posarem la lectura de
I’aparell a absorbancia 0 (prement el botd adient de I'espectrofotometre) i,
d’aquesta forma, les lectures de les absorbancies de les dissolucions que

tenen proteina, ja estaran corregides per la absorbancia del tub “blanc”.

- Tornar el contingut de la cubeta amb el blanc al seu “eppendorf”
corresponent i abocar a la mateixa cubeta el contingut de I'eppendorf (tub n2
2) en el que hi havia el primer estandard a una concentracié de proteina de 2
UG/mL de y-globulina bovina. Anotar I'absorbancia a 595 nm obtinguda en

aquesta concentracid de proteina. Utilitzar la taula que hi ha a la pagina 12.

- Tornar el contingut de la cubeta amb el primer estandard al seu eppendorf

corresponent i abocar a la mateixa cubeta el contingut de I'eppendorf en el
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qgue hi havia el segon estandard (tub 3). Anotar I'absorbancia a 595 nm

d’aquesta concentracié de proteina.

- Continuar aixi en sentit creixent de concentracio de proteina fins al darrer
tub estandard, aquell en el que la y-globulina bovina esta a una concentracié
de 20 uG/mL (tub 7). Es pot utilitzar la mateixa cubeta, perqué anem fent les
mesures en sentit creixent de concentracié de proteina. L’error que es pugui
fer degut a la presencia de gotes de liquid del estandard “anterior” és molt

baix.

- Les lectures de les absorbancies de les dos mostres de la llet sencera les
farem en una cubeta nova. Agafar la segona cubeta nova i abocar-hi el
contingut de I'eppendorf que contenia la mostra de llet sencera diluida i els
200 pL de reactiu de Bradford (tub 8). Anotar I'absorbancia a 595 nm.

- Tornar el contingut de la cubeta amb la primera mostra de llet sencera
diluida al seu eppendorf corresponent (n2 8) i abocar a la mateixa cubeta el
contingut de I'eppendorf en el que hi havia la segona mostra de llet sencera

diluida (tub 9). Anotar I'absorbancia a 595 nm.

- Agafar la tercera cubeta nova i abocar-hi el contingut de I'eppendorf que
contenia la mostra de soja diluida i els 200 uL de reactiu de Bradford (tub 10).
Anotar I'absorbancia a 595 nm.

- Tornar el contingut de la cubeta amb la primera mostra del preparat de soja
diluit al seu eppendorf corresponent (n? 10) i abocar a la mateixa cubeta el
contingut de I'eppendorf en el que hi havia la segona mostra del preparat de
soja diluit (tub 11). Anotar I'absorbancia a 595 nm.

- Tornar el contingut de la cubeta al tub n2 11.

11



Tub puL de Tampé Concentracio final de Ass
PBS proteina al tub en pG/mL
1 (blanc) 1000 0
2 990 2
3 980 4
4 960 8
5 940 12
6 920 16
7 900 20
8 980 x1
9 980 x2
10 980 yl
11 980 y2
4. Resultats

Analisi de les dades.

Representar les absorbancies obtingudes a 595 nm vs la concentracié de
proteina (en uG/mL) estandard que hi ha a cada tub. La representacié de les
absorbancies vs les concentracions de proteina de cada estandard hauria de
donar una corba de calibratge bastant lineal.

- Dibuixar la millor recta que passi per tots els punts amb un regle.

- Fer la mitjana dels dos valors d’absorbancia determinats pel duplicat de la
mostra de llet sencera diluida i del duplicat del preparat de soja diluit.

- Interpolar aquestes mitjanes a la recta de calibratge, per tal de trobar les
concentracions “problema”. Ara ja coneixem les concentracions de proteina
(de les mostres de llet i soja) a les cubetes d’espectrofotometre respectives. -
- A partir d’aquests valors i tenint en compte el volum de dissolucié agafat de

cada mostra problema i del volum de dissolucié a la cubeta, podem calcular
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la concentracié de proteina de les dissolucions de llet sencera i del preparat

de soja que heu trobat a la gradeta.

13



Aquesta segona part de la practica de Bioquimica serveix per
completar la primera, encara que per manca de temps no s’ha de
fer al laboratori. S’ha d’entendre, pero, el principi per poder

contestar després una séerie de qiiestions.

SEPARACIO DE LES PROTEINES DE LA LLET PER ELECTROFORESIS EN SDS

Els metodes de separacio electroforetica es basen en I'aplicacié d'un camp
eléectric a través d'un suport insoluble i pords pero que és permeable a una

dissolucié tamponada.

L'electroforesi en gels de poliacrilamida (PAGE) és una técnica emprada per
a separar i visualitzar proteines i també DNA i RNA de baix pes molecular.
Els gels d"agarosa son utilitzats normalment per a la separacié de molecules

grans de DNA o RNA.

Les cadenes polipeptidiques de les proteines perden l|'estructura quan

s'escalfen durant 5 minuts a 100 °C, a pH neutre, en 1% dodecil sulfat sodic

]

(SDS) (molecula de la figura) i

Il
o

0.1 M mercaptoetanol.

O—w

Els ponts disulfur es trenquen

per I'accié del mercaptoetanol i .
els complexes formats per les

subunitats de proteina i el SDS adquireixen una forma de “bastd”. Les

proteines sotmeses a aquest tractament es comporten com si tinguessin
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una forma semblant i una relacié carrega-massa idéntica. La carrega ve
doncs determinada pel SDS més que per la carrega intrinseca de cada
proteina. Les molécules de detergent s'uneixen a la proteina per la seva part
hidrofobica, mentre que el grup acid del SDS queda cap a I'exterior, el que
destrueix la conformacié nativa de la proteina i li confereix una carrega
superficial negativa uniforme. Ja que els complexes SDS-proteina tindran la
mateixa relacioé carrega-massa, la mobilitat electroforetica de cada proteina
vindra determinada pel seu pes molecular. El gel actua com un garbell a
través del qual han de passar les molecules, les més petites trobaran més
facilment el cami pels porus del gel i migraran més de pressa cap el pol
positiu: la mobilitat és més gran a mida que disminueix el pes molecular de

les proteines.

Com ja s’ha comentat anteriorment, les proteines majoritaries de la llet de
vaca son les caseines (almenys 4 formes diferents en llet de vaca), la a-
lactalbumina i la B-lactoglobulina. Les caseines, pero, en son les proteines

més abundants.

Un cop s’ha acabat la electroforesis, per tal de visualitzar les proteines en
el gel, es submergeix aquest en una dissolucié de tincid que porta blau de
Coomassie, es deixa una hora i es destenyeix amb la dissolucié decolorant

(de forma que al final del procés només es vegin les proteines colorejades).

15



Resultats

La figura de baix correspon a un gel en el que s’han carregat 6 mostres: al
carril nimero 1 una barreja de proteines estandard (amb les Mr (masses
moleculars relatives) indicades), en els carrils 2, 3 i 4, s’"han carregat 40 uG
de proteina de llet sencera, 40 uG de proteina de llet semidesnatada i 40
UG de proteina de llet desnatada, respectivament. El carril nUmero 5 porta
40 uG de proteina del preparat de soja i al carril nUmero 6, s’han carregat

13 uG de B-caseina pura.
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”d COGNOM | NOM

@ LLOCEN EL LABORATORI
Olimpiada de Biologia PREGUNTES | QUESTIONS
de Catalunya
1. Quines son les concentracions de proteina de les

mostres assajades de la llet sencera i del preparat de soja?
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2. Tenint en compte que les mostres assajades son el resultat de diluir

100X els productes comercials, quins valors haurien de portar les

etiquetes de baix?

INGREDIENTS: Liet sencera

INFORMACIO NUTRICIONAL / Valor mith per 100mi
Volor energdtic 62 koal/260kJ ‘
Proteines ==mpp g

Preparat de soja

Informacién nutricional

Hidrats de Carbonl 4,59 valores medi

' edi
Groixos 369 0S por 100ml
Cakci 120 mg (15%QDR)*

*QOR: CUANTITAT DIARIA RECOMANADA

43 keal / 178 k)
— g

82 024mg(sKCoR)
-B12 OIS pg(iscoRy)
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3. Quina és la Mr (massa molecular relativa) aproximada de la B-

caseina?

4. Creus que les diferéncies entre les llets sencera, semidesnatada i
desnatada son degudes al seu contingut proteic? Raona la

resposta.

5. Creus que el preparat de soja conté B-caseina? Raona la resposta.
Quines son les Mr aproximades de les tres proteines majoritaries

del preparat de soja?
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