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1. Atividade Enzima Catalase (CAT)

2. Determinação de atividade enzimática por 
Zimograma - Enzima Superóxido Dismutase (SOD)

3. Aplicação em Biotecnologia – Marcador de massa 
molecular de Proteínas

Atividade de Proteína recombinante



Expressão, purificação e atividade de Proteína recombinante

1 Transformação e 
Seleção

2 Produção da Proteína 3 Lise celular

200 mL de meio 
LB + amp + 
IPTG
37 °C, overnight, 
150 rmp

Sonicação

4 Purificação 
Cromatografia por afinidade

- Ligação
- Lavagem
- Eluição

5 Análise da purificação 
Eletroforese

SDS-PAGE 
12,5%

6 Análise de atividade

Western Blot Enzimática



2H2O2 + Catalase → 2H2O + O2 (bolhas)

Procedimento:
1. Em uma lâmina de vidro, aplique 25 uL de uma 
solução 3% de H2O2.
2. Adicione 25 uL da enzima catalase e misture.
3. Visualize a formação de bolhas, no tempo máximo de 
3 minutos.
4. Registrar o resultado
5.  Lave a lâmina com etanol 70% e deixe secar a 
temperatura ambiente.

1. Atividade Enzima Catalase



1. Atividade Enzima Catalase



2. Determinação de atividade enzimática 
em gel não desnaturante - Zimograma

Amostra
- Não SDS
- Não β-MeOH
- Não ferve

Gel e Tampão
- Não SDS

O2
.-

NBT

Formazan
(azul)

Atividade Enzima Superóxido Dismutase (SOD)



Procedimento:
1. Preparar sistema PAGE não desnaturante 15% e tampão de corrida não 
desnaturante (Trizma base 3,02 g/glicina 14,4 g por litro).
2. Aplicar 50 µL de solução de enzima SOD em tampão de amostra não 
desnaturante (glicerol 87%; azul de bromofenol 0,1%; tampão Tris-HCl 50mM, 
pH 6,8).
3. Separar as proteínas por eletroforese a 40 V, na temperatura de 16 ºC, 
durante 12 horas. 
4. Retirar o gel e submergir em solução A: Nitroazul de tetrazólio (NBT) 0,025%,
mais riboflavina 0,010%. Manter no escuro, sob agitação suave durante 30 
minutos. 
5. Transferir o gel para solução B: contendo TEMED (N,N,N′,N′-
Tetramethylethylenediamine) 0,01% e expor à luz intensa até a observação das 
bandas da zona acromática branca, indicativa da atividade da SOD.
6. Registrar o resultado.

Determinação de atividade enzimática em 
gel não desnaturante - Zimograma

Atividade Enzima Superóxido Dismutase (SOD)



Identificação de enzimas Oxidases

Substrato: ABTS (2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt

Determinação da atividade enzimática com diferentes 
concentrações de enzima



https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/products/protein-biology/protein-electrophoresis-and-western-blotting/protein-markers

Atividade 3. Atividade Biotecnologia 
Preparação de Marcador de massa molecular de Proteínas





Marcadores de massa molecular de proteínas, às vezes chamados de padrões de 

proteínas ou marcadores de proteínas, são usados para estimar a massa molecular de 

proteínas de interesse e monitorar o progresso da separação eletroforética ou 

transferência em western blot. 

Os marcadores de proteína não corados, de modo geral, consistem em uma 

mistura de proteínas nativas ou recombinantes purificadas de pesos moleculares 

definidos. Visualizar sua localização em um gel ou membrana requer uma etapa de 

coloração. 

Os marcadores de proteínas pré-corados permitem o fácil rastreamento da 

separação eletroforética e eficiência de transferência. Padrões individuais de proteínas 

também estão disponíveis para aplicações de eletroforese de proteínas, focalização 

isoelétrica e PAGE bidimensional. 

Atividade 3. Atividade Biotecnologia 
Preparação de Marcador de massa molecular de Proteínas



doi: 10.1002/1522-2683(200210)23:19<3262::AID-ELPS3262>3.0.CO;2-8.



Procedimento

1. Preparar o corante remazol (Azul ou Laranja) na concentração de 10 mg/mL em SDS 10% 

(pesar 10 mg e diluir em 1 ml de SDS 10%)

2. Suspender 1 mg da proteína de interesse em 25 ul de carbonato de sódio 100 mM pH 10

3. Adicionar 5 ul do corante remazol (Azul ou Laranja), em SDS 10%

4. Incubar a 60 ºC por 30 minutos

5. Adicionar 5 uL (1 mg) de lisina para parar a reação

6. Incubar por mais 10 minutos a 60 ºC

7. Pegar 15 ul da proteína corada, adicionar 15 ul de tampão de aplicação SDS-PAGE

8. Ferver por 5 minutos

9. Aplicar 20 ul no SDS-PAGE

Proteína Massa Molecular (kDa) Grupo

1 Albumina de Soro Bovino 67 1, 3, 5, 7

2 Ovalbumina 43 2, 4, 6, 8

3 Quimotripsinogênio A 25 1, 3, 5, 7

4 Ribonuclease A 13,7 2, 4, 6, 8



Mapa do gel SDS-PAGE

Gel 1 e 2:  Marcador de Massa

1- Proteína 1 – G1                                        6- Proteína 1 – G3

2- Proteína 3 – G1                                        7- Proteína 3 – G4

3- Proteína 2- G2                                          8- Proteína 2 – G4

4- Proteína 4- G2 9- Proteína 4 – G4

5- Mix Proteínas G1/G2                        10- Mix Proteínas G3/G4

Nº Proteína Massa Molecular 
estimada (kDa)

Grupo

1 Albumina de Soro Bovino 67 1, 3, 5, 7

2 Ovalbumina 43 2, 4, 6, 8

3 Quimotripsinogênio A 25 1, 3, 5, 7

4 Ribonuclease A 13,7 2, 4, 6, 8
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Preparação de 2 mg de proteína do kit (preparei 25 tubos c/u com 2 mg de proteína)

1 3 2 4

Aplicados 15 uL da preparação 

13, 7

25

45

67

Adicionados 500 uL água a cada vial




	Biotecnologia
ACH5545 Engenharia Genética�Atividades de Laboratório
	Número do slide 2
	Número do slide 3
	Número do slide 4
	Número do slide 5
	Número do slide 6
	Número do slide 7
	Número do slide 8
	Número do slide 9
	Número do slide 10
	Número do slide 11
	Número do slide 12
	Número do slide 13
	Número do slide 14
	Número do slide 15
	Número do slide 16
	Número do slide 17

