Simulador de eletroforese

O roteiro para utilizacdo do software esta dividido em quatro partes.

Parte I. Comportamento de acidos fracos.

Parte II. Comportamento de um aminoacido com cadeia lateral ndo ionizavel.

Parte III. Comportamento de aminoacidos com cadeia lateral ionizavel.

Parte [V. Comportamento de peptideos.
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Parte I. Comportamento de acidos fracos.

. Selecione na lista de compostos o Acido p-nitro-fenil-propanéico, fixe o

pH em 4,48 e faca a simulacao da eletroforese.

.Qual foi o resultado obtido na eletroforese? Qual foi a velocidade de

migracao?

.Qual é a proporc¢ao das espécies presentes no meio no inicio e no final da

simulacdo?

. Na representacdo microscopica, observe apenas um ponto. Esse ponto, que

representa uma molécula, mantém sempre a mesma carga? Por que as
espécies mudam seu estado de ionizacio mesmo sem a aplicagdo de
voltagem?

Todas as moléculas do sistema movimentam-se na eletroforese?

5. A proporg¢ao das espécies do sistema sera mudada se houver alteracao do pH

do meio. Verdadeiro ou Falso?

6. A resposta a questao anterior tem confirmacdo pela Equacao de Henderson-

Hasselbalch?

B. Reinicie 0 experimento e interrompa-o quando a mancha estiver

7.

aproximadamente na metade do caminho.

Uma vez que a corrida foi interrompida, é possivel retoma-la? Qual é a

velocidade em relagdo ao inicio do experimento?



8. Houve mudanca no comportamento microscépico e macroscopico da amostra
na situacdo atual em relacao ao experimento anterior?
9.Qual a propor¢ao de espécies no pH em que foi realizado o experimento?
Escreva as estruturas dessas espécies.
10. Por que aparece apenas uma mancha na eletroforese se ha duas espécies
diferentes, uma com carga elétrica e outra sem carga?

11. E possivel separar as duas espécies?

C. Altere o pH do meio para 5,48 e faca a simulac¢ao da eletroforese.

12.Qual foi o resultado obtido na eletroforese? Qual foi a velocidade de
migracdo? Compare essa velocidade com a da eletroforese realizada em
pH=4,48.

13. Qual é a proporc¢ao das espécies presentes no meio no inicio e no final da
simulacdao? Qual a relagdo entre as proporc¢des das espécies no pH=4,48 e no
pH 5,48 com as velocidades observadas nos dois casos?

14. Verifique as proporg¢des das espécies do sistema em pH 2,48; 3,48; 4,48; 5,48
e 6,48.

15. Que previsao pode ser feita quanto a velocidade de migracao em pH 6,48; 8,48
e 10,487

16. Qual a relacdo entre a velocidade de migra¢do da amostra e os valores de pH?

17. Em qual(quais) valores de pH o sistema se encontra em equilibrio?

Parte II. Comportamento de um aminoacido

com cadeia lateral ndao ionizavel.

A. Na lista de aminoacidos, escolha a Glicina (Gly), ajuste o pH do meio
para 2,35 e faca a simulacao da eletroforese.

1. Qual foi o resultado obtido na eletroforese? Em direcao a que polo a amostra
migrou? Qual foi a velocidade de migracao?

2.Qual é a proporcao das espécies presentes no meio no inicio e no final da
simulacao? Escreva as estruturas dessas espécies.

3. Existe algum valor de pH no qual ocorra uma espécie sem nenhuma carga?



4. Na representacdo microscopica, observe apenas um ponto. Esse ponto, que

representa uma molécula, mantém sempre a mesma carga?

B. Ajuste o pH para 9,78 e faca a simulac¢ao da eletroforese.
5.Qual a diferenca entre o resultado deste experimento e o do experimento

anterior?

C. Repita o experimento em uma faixa de pH com variacao de uma unidade
de pH.

6. Ha algum valor de pH em que nao haja nenhuma carga nas espécies?

D. Faca experimentos com o objetivo de determinar um valor de pH no
qual ndo ha nenhuma migracao.

7. Qual foi o valor encontrado? E possivel encontrar esse valor teoricamente?

E. Prepare agora um sistema com a Alanina (Ala), e repita os passos 1, 3, 5

e6

8. Houve diferencas no comportamento dos sistemas? Quais?

F. Prepare agora um sistema com Alanina (Ala) e Glicina (Gly) e repita os
passos1,3,5e6.

9. Qual foi o resultado?

G. Prepare novamente o sistema anterior e adicione Glutamato (Glu) a
amostra. Repita os passos 1, 3,5 e 6.
10. O que foi observado agora? Que hipdtese pode explicar os resultados

observados?

Parte III. Comportamento de aminoacidos

com cadeia lateral ionizavel.

A. Prepare um experimento com o Glutamato (Glu) em pH=2,1

1. Repita os passos da Parte Il de A1 até A4.



2. Por que o pl é tao baixo?

B. Prepare um experimento com a Arginina (Arg) em pH=10,74

1. Repita os passos da Parte Il de A1 até A4.
2. Por que o pl é tao baixo?
3. Por que ha um pl entre pka e pkR e ndo na média global dos pkas, tanto para

Glu como para Arg?

Parte IV. Comportamento de peptideos.

A. Na lista de amostras, monte um peptideo que seja formado por duas
Glicinas (Gly-Gly), ajuste o pH do meio para 2,35 e faca a simulacdo da
eletroforese.

1. Qual foi o resultado obtido na eletroforese? Em direcao a que polo a amostra
migrou? Qual foi a velocidade de migracao?

2.Qual é a proporcao das espécies presentes no meio no inicio e no final da
simulacdo? Escreva as estruturas dessas espécies.

3. Existe algum valor de pH no qual ocorra uma espécie sem nenhuma carga?

4. Na representacdo microscopica, observe apenas um ponto. Esse ponto, que
representa uma molécula, mantém sempre a mesma carga?

5. Existe diferenga entre o comportamento dessa amostra o observado na Parte
II, item A? Por que? Justifique com a estrutura do peptideo.

6. Qual seria a diferenca se o peptideo agora fosse mudado para Gly-Leu? E para
um peptideo Leu-lle-Gly? Por que se comportam como se fossem

aminoacidos isolados?

A. Na lista de amostras, monte um peptideo que seja formado por uma
Glicina (Gly) e um Glutamato (Glu), ajuste o pH do meio para 2,1 e faca a
simulag¢ao da eletroforese.

1. Qual a diferenca entre o resultado dessa eletroforese e o observado na Parte

[II A? Qual a explicacao para esse fato?
2. Repita agora o experimento proposto com os seguintes peptideos:

a. Glu-Glu.



b. Gly-Glu.
c. Glu-Gly-Glu

Pergunta-se qual a seria a diferenca nos resultados em relacdo ao Glu?

3. Haveria diferen¢a no comportamento eletroforético se o peptide agora fosse
Glu-Arg? E se fosse Glu-Val-Arg?

4. Haveria diferenca se o peptideo, nesse mesmo pH agora fosse Arg-Val-Glu?
Por que se comportam de forma diferente se possuem os mesmos aminoacidos em sua
composicao?

5. Diante dos resultados obtidos, o que define o comportamento eletroforético

de um peptideo?



