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Medida pelos mais variados parametros, € inconteste a expansao das informacdes
cientificas produzidas nas Ultimas décadas. Em particular, a Bioquimica atravessa um
periodo de aumento exponencial de conhecimentos.

Muitos desses conhecimentos tém sido aplicados, com uma velocidade e uma
eficiéncia sem precedentes, na melhoria das condi¢cdes de vida e bem-estar dos seres
humanos. A salde publica, a producao de alimentos, as matrizes energéticas, o cuidado
com o meio ambiente e inUmeros outros setores da vida social tém sido beneficiados pelo
continuo fluxo das informacdes originadas nos laboratérios de pesquisa.

Para os profissionais envolvidos no ensino de Bioquimica, o crescimento vertiginoso
dessa area agravou um croénico paradoxo curricular: 0 aumento do volume de informagbes
e a manutencéo do tempo destinado ao seu ensino.

Uma consequéncia perceptivel desse conflito é a reducado das atividades praticas
de muitas disciplinas, em franca contradicdo com o fato de ser a Bioquimica uma ciéncia
experimental. As atividades praticas de laboratério precisam, por isso, ser criteriosamente
escolhidas para cumprir seu papel educativo.

A selecédo dos experimentos de Bioquimica passa agora a ter um suporte valioso:
trés docentes da Universidade Federal de S&o Joao del Rei e um docente da Universidade
Estadual de Minas Gerais, auxiliados por seus estudantes, reuniram, em um e-book,
Praticas em Bioquimica Analitica, um conjunto de experimentos testados, aplicados
rotineiramente e minuciosamente descritos.

Cada experimento ou médulo é iniciado com uma introducéo teorica, seguida dos
objetivos que devem ser alcangados pelos alunos e, naturalmente, pelos materiais e métodos
a serem utilizados e o protocolo detalhado da atividade a ser realizada. Quando pertinente,
¢é introduzida uma secéo intitulada Curiosidades, com informagées contextualizadas sobre
0 assunto em estudo. Para um aprofundamento no assunto, cada experimento € seguido
de uma lista de referéncias bibliograficas. Estdo contempladas as unidades programaticas
principais do estudo de Bioquimica, precedidas por um excelente capitulo versando sobre
seguranca e boas praticas de laboratorio.

Naturalmente, a totalidade de experimentos apresentados néo poderia ser aplicada
nas disciplinas comuns de diferentes habilitacées — eles foram padronizados para o curso
de Bacharelado em Bioquimica. Entretanto, trata-se de um rico repertorio de atividades
que poderao ser usadas de forma independente ou servir como modelo para adaptagdes e
ajustes as condi¢des de cada instituicao e aos objetivos de cada docente.

Os docentes e alunos de Bioquimica ficam agradecidos a equipe autora das Praticas
em Bioquimica Analitica!

Bayardo Baptista Torres

Professor Sénior - Departamento de Bioquimica. Laboratorio de Ensino de
Bioquimica. Universidade de Sao Paulo - USP
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A cromatografia é uma técnica de
separacao especialmente adequada parailustrar
os conceitos de interagdes intermoleculares,
polaridade e propriedades de fun¢des organicas,
com uma abordagem ilustrativa e interessante.
De acordo com a IUPAC (1993), a cromatografia
€ uma técnica de separacéo fisica pela qual os
componentes de uma mistura, contendo duas
ou mais substancias ou ions, séo separados em
fases, sendo uma moével e outra estacionéria,
seguindo um fluxo e uma dire¢do definidas
(BRAITHWAITE; SMITH, 1999).

Existem diversos tipos de métodos
cromatograficos responsaveis por mais de 70%
das analises em Quimica Analitica (WILSON;
WALKER, 2010).
aplicaveis a separacéo, identificacao e dosagem

Estes os métodos séao

de misturas de aminoacidos, peptideos,

proteinas, acidos
lipideos e carboidratos (SILVA, et al., 2015a;

PESOTI et al., 2015, POMPEU et al., 2016).

nucleotideos, nucleicos,

Normalmente, combinam-se métodos
cromatograficos, para uma completa purificagao
de uma proteina vinda de um extrato biologico.
O termo cromatografia refere-se a um grupo de
técnicas de separacdo que séo caracterizadas
por uma distribuicdo das moléculas a serem
separadas entre duas fases, uma estacionaria
e outra movel. E um processo de separacéo
de componentes de misturas moleculares
através de duas fases imisciveis, uma delas
deslocando-se em relacdo a outra, que

permanece estacionaria.

As técnicas cromatograficas séo bastante
utilizadas no desenvolvimento de processos
de purificagédo de diferentes moléculas com
destaque para as proteinas (NEVES, et al.
2018). Estando a mistura de proteinas livres das
moléculas pequenas, retiradas pela didlise, as
proteinas podem ser separadas com base nas
diferencas relacionadas ao tamanho molecular,
carga elétrica, especificidade, ponto isoelétrico
e hidrofobicidade, de acordo com o quadro 6.



Propriedade da proteina

Cromatografia utilizada

Tamanho molecular

Exclusdo molecular ou filtragdo em gel

Cargas elétricas

Troca ibnica

Especificidade de ligacao

Afinidade

Ponto isoelétrico

Cromatofocalizagéo

Hidrofobicidade

Interagéo hidrofébica e de fase reversa

Quadro 6 — Métodos de separagédo das proteinas de acordo com as suas propriedades.

Fonte: do proprio autor, 2022.

Na cromatografia por exclusé@o molecular, ap6s uma solug¢éo de mistura de proteinas
ser aplicada no topo da coluna, ocorrera a migragéo dessas proteinas de acordo com a sua
massa molecular relativa, sendo as de maior massa saem primeiro e as de menor saem por

Ultimo, devido a interacdo que sofreram com a fase estacionéaria (geralmente formada de

resinas porosas), conforme demonstrado na figura 7 (NELSON; COX, 2015).

Solugéo de Proteinas

Coluna Cromatogréfica

AN

N
Tubos Coletores ' l l ( )Coluna Hidrofobica Coluna Negativa
A

— .

Ordem de Eluigao

Molécula Hidrofobica

Molécula Hidrofilica

. Molécula Grande

@® Molécula Pequena

Molécula Negativa

Molécula Positiva

Figura 7. Cromatografia de Gel Filtragéo.

Fonte: NELSON & COX (2015).

Na cromatografia por troca ibnica, a fase estacionaria é ativada com grupos
carregados positiva (resinas aniénicas — trocador de anions) ou negativamente (resinas




catiénicas — trocador de cations). A afinidade de cada proteina pelos grupos carregados &
afetada pelo pH (que determina o estado de ionizagdo da molécula) e pela concentracédo
de ions salinos livres da solucdo envolvente. A separagéo se da pela mudanca de gradiente
salino ou alterando o pH do meio (CIOLA, 2006; NELSON; COX, 2015).

Na cromatografia de afinidade, as moléculas de interesse s&o purificadas através
de interacOes bio-especificas. Assim, as proteinas de interesse prendem-se ao ligante
imobilizado a um polimero, enquanto as demais proteinas passardo direto pela coluna
juntamente com o tampé&o de equilibrio (NELSON; COX, 2015; KASTNER, 1999).

A separacdo cromatogréfica se efetua através da migracéo diferencial dos
componentes da mistura no sistema bifasico. Substancias diferentes migram com
velocidades diferentes de acordo com sua afinidade para cada uma das fases, e esta
afinidade baseia-se no conhecimento das solubilidades relativas e no comportamento acido
basico das diferentes substancias.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou também conhecida com a
sigla HPLC (High Performance Liquid Cromatography) é uma técnica analitica usada para
separar e quantificar componentes numa mistura liquida. A utilizacdo de suportes com
particulas diminutas € a responsavel pela alta eficiéncia desse método de cromatografia.
A fase movel (liquida) movimenta-se continuamente através da coluna contendo a fase
estacionaria (sélido). O soluto interage com as fases estacionaria e movel por adsorgéo,
particéo, exclusdo molecular, troca ibnica. As separa¢des em CLAE sao feitas por adsor¢céo
(separagdo solido-liquido), particdo (separacgdo liquido-liquido) ou ambos. O detector
mais utilizado para separagdes por CLAE é o detector de ultravioleta (MARSHAK, 1996;
WILSON; WALKER, 2010).

Compreender os métodos de cromatografia utilizados para purificagdo de proteinas.

a. Extrato proteico das sementes
b. Coluna montada com gel de afinidade (tamanho mL)
c. Observar a matriz de sua coluna

d. Espectrofotdmetro e cubeta


http://www.livrariacultura.com.br/scripts/busca/busca.asp?pag_busca=Livros&palavra=MARSHAK,%20DANIEL%20R.&tipo_pesq=autor&limpa=1&ordem=&par=IRTTAA&modobuscatitulo=&modobuscaautor=&refino=1&nautor=202187&p=1&sid=11719417013528674648166181&k5=45F9BAF&uid=

e. Tubos de ensaio e pipetas

f.  Cromatografo de baixa presséao (FPLC)

*  Ambic0.2 M

1. Dissolver o Extrato Bruto de sementes de Amarantos liofilizado em AMBIC 1 M na
proporcéo de 0,5 g de extrato bruto em 2,5 mL AMBIC 1M,

2. Deixar agitando por 30 minutos

3. Transferir o contetdo para microtubos e centrifugar o material a 20°C, 3500 rpm
por 10 minutos;

4. Recolher apenas o sobrenadante e reservar o material para ser aplicado na
coluna cromatografica.

1. Calibrar o aparelho FPLC com um fluxo de 0,5 mL/min;

2. Desconectar a mangueira da parte superior da coluna cromatografica e retirar o
tamp&o com auxilio de uma pipeta Pasteur;

3. Aplicar a amostra centrifugada com cuidado pela parede da coluna;

4. Esperar esta amostra descer pela resina, completar com tampéo e conectar a
mangueira novamente;

5. Aguardar visualmente a amostra descer pela resina e ligar a UV;
6. Ligar o coletor de acordo com o POP do equipamento;
7. Coletar as amostras de acordo com os picos apresentados;

8. Separar os picos em “pool” e identificar qual dos picos ha atividade de proteina
de interesse;

9. Dialisar separadamente cada “pool” de proteinas contra agua por 24 h;
10. Liofilizar essas amostras, guardando-as identificadas;

11. Proceder para a etapa seguinte somente com o liofilizado do “pool” que apresenta



atividade da proteina de interesse.

POP 1 - Calibrar o fluxo da coluna

OBS: A coluna deve estar em STOP (ndo pode estar correndo) para calibrar o fluxo.
1. Apertar FLOW e colocar o valor do fluxo desejado (Ex: 0,5 mL/min);
2. Apertar CALIBRANTE, valor referente ao diametro da tubulacao: 1,6;

3. Apertar as setas que indiguem SET FLOW - FIOW RET e novamente colocar o
valor do fluxo (mL/min);

4. Apertar OK;

5. Apertar a seta referente a TIME e coloque o tempo desejado para calibragéo (Ex:
5 min) em seguida OK e START;

6. Realizar a conferéncia do fluxo pelo menos trés vezes, com auxilio de uma proveta
e cronbmetro, observando no tempo desejado o volume recolhido na proveta.

POP 2 - Ligar o coletor
1. Apertar a tecla COLETOR no visor;
2. Apertar a seta referente a FIX SIZE;
3. Apertar TIME, para determinar o tempo de coleta para cada tubo;
4. Indicar o tempo necessario (Exemplo: 11 min)
5. Apertar OK

6. Apertar START e ao mesmo tempo em RECORDE no programa do computador.

POP 3 - Modo automatico
< Aperte OK, quando no visor estiver; MANUAL RUM
Bw@ Com as setas va até SET FLOW RATE, e clique em OK
E<@ Escolha o fluxo desejado. (Ex: 2,0 mL/min) e clique em OK
g« V& até SET FRACTION SINZE e aperte OK
B« Escolha o volume a ser coletado por tubo. (Ex: 4,0 mL) e cligue em OK
2@ Vaaté START RUM, e aperte OK

@@ O programa pedira para vocé verificar se o coletor esta na posicéo correta.
Verifique e clique em OK.

‘B ANOTACOES:



1. Qual a importancia de lavar a coluna cromatografica e como isso é feito?

2. Em relagdo a cromatografia de troca i6nica quais séo as caracteristicas da
molécula alvo que se deseja purificar ou entdo dos contaminantes que se deseja
eliminar para a escolha do tipo de resina/coluna trocadoras de anions ou de cations?

3. Quais as estratégias utilizadas para adequar a carga elétrica da proteina a ser
purificada a resina?

4. Quais estratégias sao utilizadas para provocar a eluicéo da proteina alvo adsorvida
na resina?

5. Em relagdo a cromatografia de Exclusdo Molecular (CEM), qual a principal
caracteristica a ser observada nas moléculas a serem separadas?

A Cromatografia recebe o nome de uma técnica utilizada pela primeira vez no final do
século 19, para separacao de pigmentos em uma mistura complexa. Se uma folha de papel
ou pano entrar em contato com um recipiente cheio de agua ou alcool no qual o pigmento
complexo esteja dissolvido, a acdo capilar carregara a mistura pelo papel ou pano, mas os
componentes do pigmento néo irdo todos na mesma velocidade. As moléculas maiores da
mistura viajardo mais devagar enquanto as menores avangcam, fazendo com que a fase
estacionaria desenvolva faixas discretas de cor correspondentes a cada componente da

mistura. Isso da a técnica o nome de “cromatografia” ou “cor de escrita”.



A cromatografia foi inicialmente usada por artistas, tedricos da cor e artesdos na
esperanca de aperfeicoar tinturas industriais para téxteis. Com o tempo, também gerou
um ramo unico da quimica e, com ele, as técnicas usadas hoje para entender e purificar
misturas. Em laboratorios modernos, o aspecto da cor ndo é mais relevante, mas os
mesmos principios se aplicam. Ao dissolver uma mistura de interesse em uma fase movel
e transporta-la através de uma fase estaciondaria, os componentes da mistura podem ser
separados uns dos outros com base em suas diferentes velocidades de deslocamento
(ThermoFisher, 2019).

Um grupo de pesquisa da Faculdade de Ciéncias Aplicadas e Faculdade de
Engenharia de Alimentos (Unicamp), inventou um sistema bidimensional para a extracao,
purificacdo e analise de compostos bioativos. Esse sistema combina a técnica de liquidos
pressurizados e analise por cromatografia para extracéo e verificacdo desses compostos. O
sistema utiliza um gradiente de solvente, associado e acoplado a técnicas de extracdo em
uma purificagéo bidimensional. A primeira dimenséo do sistema, corresponde a extracao
com liquidos pressurizados. Ja a segunda, realiza a andlise por cromatografia utilizando um
método ultrarrapido. O sistema desenvolvido € capaz de realizar processos de extracgéo,
purificacdo e analise de forma independente ou acoplada. Adicionalmente, os compostos
séo coletados em fragcbes bem caracterizadas quimicamente e em quantidades suficientes
para realizar estudos de bioatividade. Esta tecnologia foi desenvolvida em parceria com a
FAPESP e possui patente depositada (CODIGO:1546_BIDIMENSIONAL) (INOVA, 2020).
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