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- Além das medidas de biosseguranca que vocé ja sabe, vocé deverad 4\4).
ter cautela com o manuseio das solugdes de dcido forte e com a dgua 64';.

(o}
fervente do banho-maria.

- As solugdes de acido forte ou aquelas que liberarem vapores devem ser
manuseados na capela de exaustdo de gases.

OBS.: Este roteiro foi construido a partir de adaptacdo da prética disponibilizada por Kétia A.
F. D. Souza e Valdir A. Neves, como citado nas referéncias bibliogréaficas.

I. OBJETIVOS:

- Reconhecer as proteinas como moléculas eletricamente carregadas.

- Reconhecer o0s grupamentos responsaveis pela solubilidade das proteinas em agua.
- Identificar os agentes que podem alterar essa solubilidade.

Il. FUNDAMENTOS TEORICOS

A solubilidade das proteinas em meio aquoso deve-se, em grande parte, a
distribuicdo das cargas elétricas ao longo da molécula. Nesse sentido, se a interacéo
proteina-proteina é grande e a interacdo proteina - agua é pequena, a proteina tendera a ser
insolivel. Uma das maneiras de promover a precipitacdo de uma proteina € atingir seu
ponto isoelétrico. Porém, existem outros fatores que influem de maneira importante nessa
propriedade fisica das proteinas, como a acdo de acidos, bases, sais e solventes organicos.
Além disso, podemos incluir a temperatura como um agente que pode ser utilizado para
diminuir a solubilidade de uma proteina.

II.LA — Precipitacdo de proteinas por adi¢cdo de sais neutros (efeito da for¢a ibnica)

Quando adicionamos sais heutros a uma solucado, ocorre um aumento da forca ibnica
(aumento da concentracdo de ions) do sistema. Assim, quando adicionamos pequenas
guantidades de sal a uma solugcdo contendo proteinas, as cargas provenientes da
dissociagdo do sal passam a interagir com as moléculas proteicas, diminuindo a interacéo
entre elas. Consequentemente, temos um aumento da solubilidade da proteina no meio

aquoso. A esse fendbmeno da-se o nome de "salting-in".
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Em condicbes de elevada forca ibnica, decorrente da adicdo de grandes quantidades
de sal, temos o efeito contrario. A agua, que apresenta um grande poder de solvatacao,
passa a interagir com as duas espécies: as proteinas e o0s ions provenientes da dissociacéo
do sal. Porém, a agua apresenta maior tendéncia de solvatacdo de particulas menores
(nesse caso, os ions). As moléculas de agua, ocupadas em sua interacdo com 0s ions,
deixam a estrutura protéica. Como consequéncia, temos maior interacdo proteina-proteina,
diminuicéo da solubilidade em meio aquoso e, consequentemente, precipitacdo da proteina.
A esse fenbmeno de insolubilizacdo da proteina em decorréncia de um consideravel
aumento da forca ibnica do meio d4-se o nhome de "salting-out".

Este € um processo importante para separacdo de proteinas uma vez que a
concentracao de sal necessaria para precipitacdo é diferente para cada proteina.

II.B — Precipitagéo por sais de metais pesados e por acidos fortes

Os cétions de metais pesados como ng+, Pb2+, Cu 2+, dentre outros, formam

precipitados insollUveis de proteinas. Essa precipitagcdo € mais intensa quando o pH esta
acima do ponto isoelétrico (pl). Isso porque, acima do pl, a carga liquida da proteina é
negativa, favorecendo a interagdo com os cations provenientes do sal.

A precipitagdo abaixo do ponto isoelétrico atraves da adicdo de acidos fortes.
Comparando com o0 mecanismo anterior: quando a proteina esta abaixo do seu pl, a carga
liquida total da molécula & positiva. Isso facilita a interacdo da molécula com os anions
provenientes de acidos como o tunguistico, o fosfotunguistico e pirico.

Nas duas situacdes o precipitado pode ser ressolubilizado através de alteracées do
pH.

I1.C — Precipitacdo por acédo do calor (desnaturacao)

As proteinas possuem uma estrutura tridimensional (conformagdo nativa) bem
definida, da qual dependem fundamentalmente suas propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas. Essa estrutura é relativamente sensivel a acgdo do calor, que causa
desorganizacdo das cadeias polipeptidicas, com consequente alteragdo conformacional.
Esse fendbmeno recebe o nome de desnaturacao, e altera as estruturas quaternaria, terciaria
e secundaria da proteina sem afetar sua estrutura primaria.

A desnaturacdo promove alteragfes que diminuem a solubilidade da proteina, levando a
sua precipitacao.

I1.D — Precipitacéo das proteinas por solventes organicos

A solubilidade das proteinas em solventes organicos é menor do que em agua. Isso
acontece porque a agua apresenta constante dielétrica bastante elevada. Essa grandeza
mede a capacidade de interacdo do solvente com o soluto, o que difere para cada solvente.

Por exemplo, numa solucdo contendo somente 4gua e moléculas proteicas temos as
seguintes interacdes: interacdo agua-proteina e interacdo proteina-proteina. Nesse caso, 0
primeiro tipo de interagdo prevalecerq sobre o segundo porque a agua possui grande
capacidade de separacdo das particulas do soluto (constante dielétrica elevada). Para os
solventes orgéanicos, a constante dielétrica € bem inferior a da agua e, assim, a interacao
proteina-proteina se sobressai e, consequentemente, a proteina precipita.

Ill. PROCEDIMENTO
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AMOSTRA:
- Solucéo de clara de ovo (1 volume de clara + 4 volumes de NaCl 1%).

a) PRECIPITACAO DE PROTEINAS POR ADICAO DE SAIS NEUTROS

- Em um tubo de ensaio, colocar 2 ml da solugéo de proteinas;

- Adicionar, deixando escorrer pelas paredes do tubo, 2 ml da solucéo de sulfato de amonio;
- Observe.

- Misture o conteudo do tubo (por inverséo) e anote os resultados.
- O gque vocé observou?

b) PRECIPITACAO POR SAIS DE METAIS PESADOS E POR ACIDOSFORTES
b.1) Precipitacdo por sais de metais pesados

- Em um tubo de ensaio, colocar 1ml da solucao de proteinas;
- Adicionar 0,5 ml da solucéo de sulfato de cobre 5%;
- Adicionar 5 ml de agua destilada;

- Observe e interprete os resultados.
b.2) Precipitacao por acidos

- Em um tubo de ensaio, colocar 1ml da solucéo de proteinas;
Leve a estante com o tubo para a capela de exaustdo de gases e
continue o procedimento:

- Adicionar 0,5 ml de acido nitrico concentrado;

- Adicionar 5 ml de agua destilada;

- Observe e interprete os resultados.

c) PRECIPITACAO POR ACAO DO CALOR (DESNATURACAO)

- Colocar 3 ml da solucédo de proteinas em um tubo de ensaio; -
Deixar o tubo em banho-maria fervente por 5 minutos;
- Retire o tubo do banho, observe e anote os resultados.

d) PRECIPITACAO DAS PROTEINAS POR SOLVENTES ORGANICOS

- Tome dois tubos de ensaio e coloque, em cada um, 2 ml da solucao de proteinas;

- Adicionar 4 ml de etanol gelado a cada tubo;

- Agite;

- Em um dos tubos, coloque uma pequena quantidade de NaCl sélido, sob agitacao;

- Observe e responda: qual o efeito do alcool sobre a proteina na presenca e na auséncia do
eletroélito?

- Adicione 6 ml de agua destilada e observe.

- Repita as etapas anteriores substituindo o etanol pela acetona;

- Compare os resultados.
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