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0 1.0 - - 5 0,5

1 0,95 0,05 - 5 0,5

2 0,9 0,1 - 5 0,5
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4 0,7 0,3 - 5 0,5

5 0,6 0,4 - 5 0,5

6 muestra - - 1 5 0,5

7 +100 - 0,1 1 5 0,5

8 +200 - 0,2 1 5 0,5

9  +300 - 0,3 1 5 0,5
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TECNICA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DETERMINACION DE PROTEINAS 

SEGUN LOWRY
1.
PRINCIPIO DEL METODO

La cuantificación de la concentración de proteínas en la biomasa se realiza con el método colorimétrico de Lowry (Lowry et al., 1951) modificado por Peterson (1977). El principio del método se basa en que ciertos amonio ácidos como tirosina, triptófano y cisteína reaccionan en un medio-alcalino con ácido fosfotungsténico y ácido molíbdico del reactivo de Folin (color amarillo) para dar un complejo incoloro que se puede reducir mediante una reacción lenta con fenol en un complejo de coloración azul detectable por espectrofotometría entre 600 y 900 nm (con una absorbancia máxima a 740 nm).

Esta coloración se refuerza por el acomplejamiento de sulfato de cobre con los enlaces peptídicos de las proteínas. La intensidad de la coloración obtenida depende del número y de la naturaleza de los residuos que constituyen la proteína presente en la muestra a analizar ya que a iguales concentraciones dos proteínas diferentes no desarrollan la misma intensidad de color. (Figura 1)
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Figura 1. Esquema del proceso de obtención proteínas

El método de Lowry (1951) es un método colorimétrico de valoración cuantitativa de las proteínas. A la muestra se añade un reactivo que forma un complejo coloreado con las proteínas, siendo la intensidad de color proporcional a la concentración de proteínas, según la Ley de Lambert-Beer.

Este método consta de dos etapas:

1) Los iones Cu2+, en medio alcalino, se unen a las proteínas formando complejos con los átomos de nitrógeno de los enlaces peptídicos. Estos complejos Cu2+-proteína tienen un color azul claro. Además, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteína, exponiéndose los residuos fenólicos de tirosina que van a participar en la 
segunda etapa de la reacción.


El Cu2+, se mantiene en solución alcalina en forma de su complejo con tartrato.

2) La reducción, también en medio básico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los grupos fenólicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoría de las proteínas, actuando el cobre como catalizador. 

El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el ácido fosfomolibdotúngstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fenólicos da lugar a un complejo de color azul intenso.

2.
REACTIVOS

2.1. Reactivo A: Na2CO3 al 2% en NaOH 0,1 M (pesar 2 g de carbonato y adicionar 0,4 g de hidróxido de sodio y diluir a 100 mL con agua destilada)

2.2. Reactivo B1: CuSO4 × 5H2O al 1% (1 g en 100 mL de agua destilada).

2.3. Reactivo B2: tartrato sódico-potásico al 2% (2 g en 100 mL de agua destilada).

2.4. Reactivo C (Reactivo de Lowry): Se prepara, mezclando los reactivos: A, B1 y B2, en proporciones 50 : 0,5 : 0,5 (en volumen).

2.5. Reactivo Folin-Ciocalteau: reactivo comercial diluido a 1:4 en agua, 10 ml de reactivo comercial y 40 ml de agua destilada.

2.6. Solución patrón de albúmina de suero bovino (BSA) (1 mg/mL)

2.7. Muestra problema

3.
APARATOS Y EQUIPOS

3.1. Tubos de vidrio 

3.2. Pipetas automáticas

3.3. Agitador de tubos

3.4. Baño maría

3.5. Cubetas de vidrio

3.6. Espectrofotómetro

4.
PROCEDIMIENTO

4.1
Tratamiento de la muestra

4.2 Extracción de proteínas: tomar 5 mL de la muestra de suspensión celular y adicionar 5 mL de NaOH 1 N, agitar y llevar a baño María a 100°C por 5 minutos. Luego tomar 1 mL y realizar el análisis. El factor de dilución (FD) corresponde a 2, por lo tanto el resultado se multiplica por 2. 

· Tomar 1 mL de muestra y añadirlo en un tubo.

· Añadir 5 mL del reactivo de Lowry y agitar vigorosamente durante 30 segundos en el agitador.

· Esperar 10 minutos.

· Añadir 0,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau de fenol mientras se agita la muestra.

· Proteger las muestras de la luz durante 30 minutos.

· Medir la absorbancia a 740 nm empleando como blanco una muestra con agua destilada a la que se aplicó el mismo procedimiento que a las muestras.

4.3 Para la determinación de proteínas se construye una curva de calibración: 

La recta de calibrado se determina usando un patrón de albúmina bovina con una concentración de 1000 mg/L que se diluye para obtener concentraciones en el intervalo 50 - 400 mg/L. Se aplica una regresión lineal donde se representa la función exponencial de los valores de absorbancia obtenidos frente a la concentración de proteína en mg/L.
El tubo 0, que sólo contiene agua destilada y los reactivos, sirve de blanco para el ajuste del espectrofotómetro a cero de absorbancia. Se obtiene una regresión exponencial como la siguiente:

y = a x e (A) + b

Donde:

           y = concentración de proteína 

          A = Absorbancia (medida a 740 nm)
Pasos a seguir:

a) Numerar del 0 al 6 tubos de 10 mL

b) Pipetear las cantidades de agua, solución patrón de albúmina y solución problema señaladas en la tabla.

c) Preparar el reactivo C, a partir de A, B1 y B2

d) Pipetear a todos los tubos el reactivo C. Mezclar el contenido de cada tubo y dejarlo reposar 10 minutos en oscuridad.
e) A continuación añadir a todos los tubos el reactivo de Folin (diluido 1:4), mezclando bien por agitación. Dejar reposar 30 minutos en la oscuridad para que así se desarrolle completamente la reacción coloreada.

Tabla 1. Volúmenes de agua, solución patrón y solución problema a considerar para determinación de proteínas.
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Se aplica una regresión lineal donde se representa la función exponencial de los valores de absorbancia obtenidos frente a la concentración de proteína.
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Figura 2. Grafica de ejemplo de curva de calibrado para determinación de proteínas.
5.
CALCULOS Y RESULTADOS

Una vez medidas las absorbancias de las muestras siguiendo el procedimiento indicado se determina la concentración de proteínas a partir de la recta de calibrado y teniendo en cuenta el factor de dilución.
6. INTERFERENCIAS

6.1
Sólidos en suspensión presentes en la muestra problema, ya que el procedimiento se suele realizar con muestras sin filtrar. Estos pueden hacer que varíe algo la absorbancia y tarde en estabilizarse al medir en el espectrofotómetro.

6.2
Si la muestra no está protegida de la luz durante los 30 minutos posteriores a añadir el reactivo Folin & Ciocalteau puede que la reacción no se produzca correctamente y los resultados obtenidos no sean significativos.

6.3
Fenoles excepto nitrofenoles y otras sustancias reductoras (mercaptoetanol, ditiotreitol, etc) por reducción del reactivo de Folín.

6.4
Glicina: por disminuir la intensidad del color desarrollado.

6.5
Sustancias o buffers que acidifiquen el medio.

6.6
Agentes quelantes del cobre.
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REFERENCIAS

· Lowry, O. H., N. J. Rosebrough, A.L. Farr and R. J. Randall, 1951. Protein measurement with the Folin-Phenol reagents. J. Biol. Chem. 193: 265-275.
· Dunn, M. J., 1992. Protein determination of total protein concentration. Harris, E. L. V., Angal, S., [Eds], Protein Purification Methods, Oxford: IRL Press
· Peterson G.L. 1977. A simplification of the protein assay of Lowry which is more generally applicable. Anal. Biochem., 83: 346-351.
PAGE  
1

