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Proteinas sao as macromoléculas bioldogicas mais abundantes,
ocorrendo em todas as células e em todas as partes das células.
A partir desses blocos de construcao, diferentes organismos po-
dem gerar produtos tao diversos como enzimas, hormonios, an-
ticorpos, transportadores, fibras musculares, proteinas das lentes
dos olhos, penas, teias de aranha, chifres de rinocerontes, prote-
inas do leite, antibioticos, venenos de cogumelos e uma miriade
de outras substancias com atividades bioldgicas distintas.

Fibrina

Estas macromoléculas também constituem diferentes mistu-
ras. A massa seca do veneno da serpente Bothrops jararaca, por
exemplo, é constituida por cerca de 90% de proteinas.

E como as proteinas de uma
mistura podem ser separadas?

As proteinas, biomoléculas formadas por aminoacidos e que tem
carga total positiva ou negativa, podem ser separadas e caracteri-
zadas por uma técnica denominada eletroforese.
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Esta técnica se baseia na migra¢do de proteinas carregadas
em um campo elétrico.

As proteinas com carga total positiva migram para o polo negati-
VO, enquanto aguelas com carga total negativa (catodo) migram
para o polo positivo (anodo).

Em geral, a eletroforese de proteinas é realizada em géis com-
postos de polimeros reticulados de poliacrilamida, gue age como
uma peneira molecular (ver video), retardando a migracao de pro-
teinas aproximadamente em proporcdo a sua razdo carga/massa.

Um método eletroforético comumente empregado para estimar
a pureza e a massa molecular utiliza o detergente dodecil sulfato
de sodio (SDS) (“dodecil” significa uma cadeia de 12 carbonos) e
é chamado de SDS PAGE = eletroforese em gel de poliacrilamida
com SDS. O SDS liga-se as proteinas, deixando—as com carga total
negativa e de forma proporcional a suas massas moleculares.

Assim, ao aplicarmos o campo elétrico, todas .
as proteinas com SDS irao migrar para o polo ) 4
positivo e, entao, as separaremos pela massa

molecular. As proteinas menores migram mais

rapidamente, enquanto as maiores tém

menor velocidade de migracao (mobilidade). ®

ApoOs a separacao por eletroforese, as pro-
teinas sao visualizadas pela adicdao de
um corante, como o azul de Coomas-
sie, que se liga a elas, mas nao ao gel em si.

Em todo processo de eletroforese emprega-se '
uma solucao-tampao apropriada, pois qualquer !

R ) o]
variacao no pH pode alterar a carga da molécula
e sua mobilidade.
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Preparaciao da amostra

A amostra previamente aquecida, adiciona-se o SDS, um corante
para visualizacao das proteinas, visto que o gel de poliacrilamida
é incolor (figura 1) e um padrao de massa molecular € usado para
a estimativa da massa das proteinas da mistura.

Aplicacao das amostras

No primeiro poco sempre € aplicado este padrao de massa
molecular e, em seguida, as amostras de estudo.
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Apos a aplicacao das amostras, a cuba eletroforética deve ser
fechada e um campo elétrico aplicado para que ocorra a
Migracao e separacao das proteinas (figura 2 e 3).

FIGURA 3

Visualizacao
das proteinas

Apods a eletroforese, o gel é
colocado em uma solucao,
como de azul de Coomassie,
uma substancia quimica que
se liga as proteinas de forma
a permitir sua Vvisualizacao
(figura 4).

€& coomassie Blue ou Azul de Coomassie
é uma substancia quimica que se liga
as proteinas de forma a permitir a
visualizagao destas macromoléculas. 99
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Vantagens

- Baixo custo para - Facilidade
desenvolvimento = deexecugcao
da técnica e

- Versatilidade - Precisdo
de aplicagoes de resultados

Desvantagens

- Separa as - Nao quantificavel
proteinas por suas sem um meétodo
diferencas, mas complementar
nao identifica

sem um meétodo

complementar

i Escaneie
Roteiro Eletroforese e =y o QR code!
P Cromatografia { 29

ara um melhor /] 24
entendimento, de Proteinas '\ %
recomendamos
este video:
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Monitoraraexpressaode proteinasrecombinantes

Deteccaode proteinasespecificas (western-blot)

Ha formas mais eficazes de
separar proteinas e determinar
suas massas moleculares?
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Para saber mais, confira o poximo capitulo!
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O método de cromatografia € mais eficiente para separar prote-
inas e se baseia nas diferencas de tamanho, carga, afinidade de
ligacdo e outras propriedades.

Principio da técnica de cromatografia

Méetodo fisico-quimico de separacao dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicdao destes componentes
entre duas fases que estao em contato intimo. Uma das fases
permanece estacionaria, enquanto a outra move-se através dela.
Durante a passagem da fase movel sobre a fase estacionaria, os
componentes da mistura sao distribuidos entre as duas fases, de
tal forma que cada um dos componentes é seletivamente retido
pela fase estacionaria, resultando em migracoes diferenciais
destes componentes.

10
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Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusao molecular promove uma seletiva e
dinamica distribuicao de moléculas do soluto entre duas fases
liquidas separadas e dependentes de uma estrutura estacionaria
contendo poros de tamanho controlado.

Cromatografia de troca ionica

Na cromatografia de troca idnica, a fase estacionaria € altamente
carregada, sendo que 0s solutos com sinais contrarios a esta sao
seletivamente adsorvidos da fase movel.

Os solutos adsorvidos podem ser subsequentemente eluidos, por
deslocamento com outros ions, com mesmo tipo de carga, po-
rém com maior forca de interacao com a fase estacionaria.

Os diferentes graus de afinidade eletrostatica entre o trocador e
0s ions da fase movel regem este tipo de cromatografia.

A separacao de materiais por cromatografia por troca idnica esta
baseada na adsorcao reversivel e diferencial dos ions da fase mo-
vel pelo grupo trocador da matriz.

A diferenca de afinidade entre os ions da fase movel e a matriz é

devido a diferenca de carga, sendo possivel controla-la utilizando
fatores como pH e forca idnica.

11
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Cromatografia de interacio hidroféobica e de
fase reserva

A cromatografia de fase reversa (RPC) € uma técnica de croma-
tografia liquida que envolve a separacao de moléculas com base
em interacdes hidrofébicas entre as moléculas de soluto na fase
mMovel e os ligantes fixados na fase estacionaria. A eluicao ocorre
via utilizacao de fase movel com moderada polaridade.

Cromatografia de bioafinidade

A metodologia da cromatografia de afinidade envolve a prepara-
cao de uma fase estacionaria seletiva, por imobilizacao covalente
de ligantes especificos a matriz ou ao suporte solido. A amostra é
aplicada a coluna contendo ligante especifico da amostra ligado
ao suporte solido.

As amostras que nao possuem apreciavel afinidade pelo ligante
passam pela coluna sem serem ligadas, enquanto as macromolé-
culas capazes de unirem-se a este sao retidas. A eluicao das mo-
|eculas retidas pode ser realizada pela alteracao do pH e da forca
iGnica do meio.

12
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As palavras deste caca palavras estao escondidas na horizontal,
vertical e diagonal, sem palavras ao contrario.
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Palavras na horizontal

1 - Logaritmo negativo da concentracao dos ions de hidrogénio
em uma solucao agquosa

4 - Composto especifico sobre o qual uma enzima age

B - Tipo de inibicao enzimatica revertida pelo aumento da con-
centracao do substrato

6 - Conformacao tridimensional de um polimero no seu estado
de enovelamento nativo (ESTRUTURA)

7 - Permite separar fragmentos de proteinas e acidos nucléicos
por tamanho e carga elétrica

9 - Sistema capaz de resistir as mudancas de pH, consistindo em
um par acidobasico conjugado no qual proporcao

10 - Biomolécula, seja proteina, seja RNA, que catalisa uma

reacao quimica

Palavras na vertical

1 - Formado pela polimerizacao de mondomeros de acrilamida e
bis-acrilamida

3 - Carboidrato formado por duas unidades monossacaridicas,
unidas de forma covalente

8 - Emissao de luz por moléculas excitadas guando retomam ao
estado mais estavel
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