Determinação do ferro não-hémico em metaloproteínas

(método do Fereno)
O ferro não-hémico em metaloproteínas pode ser determinado espectrofotometricamente segundo o método do fereno (Smith et al., 1984). O ferro complexado pela proteína é libertado por tratamento com ácido clorídrico. O excesso de ácido é neutralizado com acetato de amónio e o ião Fe3+ é convertido em Fe2+ por redução com ácido ascórbico. A proteína precipitada é complexada com SDS. Finalmente, adiciona-se um quelante do ferro, que forma um complexo azul.
Objectivo do trabalho: determinar o conteúdo em ferro da metaloproteína (nº de átomos de ferro presentes em cada molécula de proteína), por comparação da concentração em ferro com a concentração em proteína da amostra (que se pode determinar pelo método do biureto, cf. Trabalho nº 2). 
Reagentes

· Ácido clorídrico 1% (m/v)

· Solução de acetato de amónio 15% (m/v) 

· Dodecil sulfato de sódio (SDS) 2.5% (m/v)

· Ácido ascórbico 4% (m/v), preparado de fresco

· Quelante do ferro: 3-(2-piridil)-5,6-bis(5-sulfo-2-furil)-1,2,4-triazina, sal dissódico triidratado (fereno) 1.5% (m/v)

· Solução padrão de ferro: 0.2 mM (NH4)2Fe(SO4)2.6H2O (sal de Mohr 0.008% (m/v), preparado de fresco).
· Amostra A1 (Hidrogenase a 8.7 mg/mL– massa molecular: 153000 g mol-1)

· Amostra A2 (Piruvato:ferredoxina oxidoredutase a 13 mg/mL – massa molecular: 113000 g mol-1)
Procedimento

1. Tratamento com ácido: Preparar as amostras de proteína (25 L), um branco e cinco amostras de padrão de ferro (10, 25, 50, 75 e 100 L ( 2 a 20 nmol Fe) em tubos Eppendorf. Ajustar o volume até 100 L com água Millipore (ver Tabela).

	
	P0
	P1
	P2
	P3
	P4
	P5
	A1
	A2

	Vpadrão (L)
	0
	10
	25
	50
	75
	100
	─
	─

	VA1 (L)
	─
	─
	─
	─
	─
	─
	25
	─

	VA2 (L)
	─
	─
	─
	─
	─
	─
	─
	25

	Vágua (L)
	100
	90
	75
	50
	25
	0
	75
	75


Adicionar 100 L 1% HCl e misturar por agitação suave.

2. Incubação a 80 ºC: Os tubos Eppendorf são fechados e incubados a 80 ºC durante 10 min. Deixar arrefecer os tubos após o tratamento a 80 ºC (deixar fechados).

3. Quelatação. Adicionar sequencialmente, agitando em vortex após cada adição: 500 L 15% acetato de amónio, 100 L 4% ácido ascórbico, 100 L 2.5% SDS, 100 L quelante de ferro.

4. Centrifugação: centrifugar durante pelo menos 5min a 9 000 ( g

5. Medição: medir a absorbância das soluções a 593 nm contra a água.
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Resultados experimentais

Tabela 1- Valores de absorbância a 593 nm medidos nos padrões e nas amostras de proteína, após o procedimento experimental

	
	P0
	P1
	P2
	P3
	P4
	P5
	A1
	A2

	Abs
	0.084
	0.134
	0.185
	0.287
	0.395
	0.476
	0.403
	0.996


Tratamento dos resultados

Curva-padrão

Tabela 2- Valores de absorbância a 593 nm dos padrões e respectivas quantidades em ferro, usados para a construção da curva-padrão
	
	Abs
	Vpadrão (L)
	nFe (nmol) *

	P0
	0.084
	0
	0.00

	P1
	0.134
	10
	2.04

	P2
	0.185
	25
	5.10

	P3
	0.287
	50
	10.2

	P4
	0.395
	75
	15.3

	P5
	0.476
	100
	20.4



*
nFe = Cpadrão × Vpadrão

Cpadrão = 0.204 mM


ex: 
nFe[P2] = (0.204×10-3) × (25×10-6) = 5.10×10-9 mol = 5.10 nmol
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Abs = 0.0193 nFe + 0.0893 
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nFe (nmol) = (Abs -0.0893)/0.0193

Determinação da concentração em ferro das amostras

Tabela 3- Valores de absorbância a 593 nm das amostras e respectivas quantidades em ferro, obtidas a partir da curva-padrão, e determinação dos valores de concentração em ferro das referidas amostras.
	Vamostra (L)
	Abs
	nFe (nmol) **
	Vamostra (L)
	CFe (mM) ***

	A1
	0.403
	16.2
	25
	0.649

	A2
	0.996
	47.0
	25
	1.88


**
nFe = (Abs -0.0893)/0.0193



ex: 
nFe[A2] = (0.996 - 0.0893)/ 0.0193 = 47.0 nmol

***
CFe = nFe / Vamostra


ex: 
CFe[A1] = (16.2×10-9) / (25×10-6) = 0.649×10-3 M

Determinação do número de átomos de ferro lábil presentes por proteína
Tabela 3- Determinação do número de átomos de ferro lábil presentes por molécula.
	Vamostra (L)
	CFe (mM)
	Cproteína (mM)§
	nFe/nproteína

	A1
	0.649
	0.0569
	11.4

	A2
	1.88
	0.115
	16.3


           §
Cproteína(molar) = Cproteína(mássica)/MMproteína



ex: 
Cproteína(A2) = (13×10-3/1×10-3)/ 113000 = 0.115×10-3 M =0.115 mM
Discussão
A absorvância da amostra A2 é superior a qualquer dos valores apresentados pelos padrões. O valor da sua concentração de ferro foi obtido por extrapolação, supondo que a relação linear obtida entre a absorvância medida e o conteúdo em ferro continua a ser válida fora dos limites da recta padrão. Este valor poderá ser por isso menos fiável. 
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		Fe standard (M)		0.0002040088

		Volume (ul)		mol Fe		Abs (x 1000)

		0		0.00E+00		84

		10		2.04E-09		134

		25		5.10E-09		185

		50		1.02E-08		287

		75		1.53E-08		395

		100		2.04E-08		476

						Sample volume (ul)				Abs (x 1000)		Fe (mol/ml)		Fe/molecule

				H2ase		25				434		7.14E-07		12.5

						25				403		6.49E-07		11.4

				POR		25				981		1.85E-06		16.0

						25				996		1.88E-06		16.3

				"FNOR"		25				1220		2.34E-06		22.0

						50				1936		1.91E-06		18.0

				Red 3/99		30				362		4.70E-07		7.1

						35				353		3.90E-07		5.8

				Red 5/99		40				464		4.85E-07		7.3

						50				376		2.97E-07		4.5
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Sheet2

		

		Volume (ul)		mol Fe		Abs (x 1000)				nmol Fe		Abs

		0		0.00E+00		84				0.00E+00		0.084

		10		2.04E-09		134				2.04E+00		0.134

		25		5.10E-09		185				5.10E+00		0.185

		50		1.02E-08		287				1.02E+01		0.287

		75		1.53E-08		395				1.53E+01		0.395

		100		2.04E-08		476				2.04E+01		0.476
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