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concentra;

za una seconda reazione, abbinata alla prima, che
possa dare una misura della prima

dosaggio concentrazione pp
1. preparazione curva standard-retta di taratura con valori di
assorbimento in ordinata e mg di pp in ascissa, con uso di

diluizioni di BSA in piti cuvette con Bradford)
determino conc. pp del campione considerandone la
diluizione (letture a lambda fissa contro bianco , quindi
trovo il coefficiente di assorbimento di ogni diluizione)

w

negli studi
ione del substrato che quella del

esempio: dosaggio attivita privato chinasica
posso accoppiare ulteriori reazioni se le prime non mi

danno risultati misural

(enzima tralasci)

discontinui

« aliquote della miscela di
reazione vengono prelevate ad
intervalli di tempo. La reazione
viene bloccata.

dopo

ogni punto viene analizzato con
la metodica scelta.
occorre dimostrare la linearita

« Misura di assorbanza a 280
determinazione del coeffi

1.

2
3.
4

TIPOLOGIE DI SAGGI

continui

iente di estinzione molare
o Saggi colorimetrici (distruttivi):

misura assonanza a 280 nm
pp assorbono a 280 nm con aa aromatif
ibile in range di concentrazigne 20 microgrammi- 3

molto sensil
mg

nm (non distruttivo)

agenti interferenti: alcuni detergenti c
legge Lambert-Beer. se non con

Bradford

* in ambiente acido, le proteine, con i loro gruppi basi
stabilizzano la forma anionica del colorante Coomas:
mediante interazioni idrofobiche ed ioniche, spostando il picco

di assorbanza da 465nm a 595nm.
e intervallo d'uso: 1-20 ug microsag
« agenti interferenti: alcuni detergen

e Triton, acidi nucleici
10 coefficiente o

miscela di pp, E pud fornire ugualmente una stima di c, in
quanto di considera per una soluzione 1mg/ml E=1
Lowry
Biureto
Bradford eto . )
BCA (bicinchoninic Acid * metodo piti vecchio e meno usato

# tecniche di misura
spettrofotometriche
fluorimetriche

» e radioisotopiche
cromografiche
manometriche
immunochimi

vedi formulari
MICHELIS E MENTEN
IPOTESI HALDANE
LINEARIZZAZIONE
LINEWEAVER E BURK
UNITA" ENZIMATICA
INIBIZIONI

si segue attivita enzimatica in continuo misurandone AE

nel tempo

SeP

devono essere # per proprieta misurabili come

spettrofotometria

logarit

la conc. di S e P monitorata costantemente (la seconda
aumenta esponenzialmente la prima di

nuisce
micamente

determinazione attivita lattato deidrogenasi: misuro

ossidazione del lattato misurando I'assorbimento di NADH

a 340

uso S
embel
legam

del saggio nel tempo (velocita

iniziale)

RNAsica:

esempio: dosaggio dell'attivita

1.Incubazione RNA + RNAsi

w

Lettura a 260 nm del SN

nm (utilizzando reazione inversa, ma comunque mi

da informazioni)

o P con proprieta misurabili, come 4-metil-
iferone: composto fluorescente che lega con
e estere, quindi usato come S artificiale

* in ambiente basico ioni Cu2+ si legano ad azoto di legame
pept. formando complesso con assorbimento a 550 nm

e intervallo di uso: 1-10 mg

* agenti interferenti: sali di ammonio

Lowry

« in condizioni alcaline lo ione divalente Cu++
forma un complesso con i legami peptidici riducendosi a
Cu+. Tale ione e i gruppi della Tyr, Trp e Cys reagiscono con il
reattivo di Folin (acidi misti di fosfomolibdotungstato) per
produrre un composto che viene ridotto a blu di
molibdeno/tungsteno, con un picco di assorbimento a 750 nm

e intervallo d'uso: 2-10 microngrammi

 agenti interferenti: acidi forti e ammonio solfato

BCA
e Utilizza I'acido bicinconinico
(BCA) che chela lo ione Cu+,

prodotto dalla reazione tra il
legame peptidico e lo ione Cu2+ Il
chelato ha un massimo di
assorbimento a 560 nm

intervallo d'uso: 2-2000
microngrammi/ml|

agenti interferenti: carboidrati,
DTT, detergenti, etc.
reazione senza punto

ale

saggi enzimatici condotti in:

eccesso di S (10 vote Km)

misurando la velocita iniziale

pH e T costanti

con retta di controllo

eseguendo preincubazione a T di reazione
analizzando diversi Vol di enzima

analizzando volumi diversi di enzima
l'attivita deve variare
proporzionalmente, quindi
raddoppiando enzima raddoppia anche
pendenza della curva

20-200 pug macrosaggi

vantaggi e svantaggi

biureto non & influenzato dalla composizione aminoacidica
della proteina, ma & poco sensibile

 tutti gli altri metodi (Bradford, Lowry e BCA) reagiscono con
alcuni particolari aminoacidi e quindi danno una risposta che
dipende dalla composizione aminoacidica della proteina in
esame

sono perd metodi




