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Separacao de proteinas por
eletroforese (SDS-PAGE)



O que sera feito na parte experimental:
extracao, purificacdo, quantificacao e caracterizacao
da alfa-glicosidase (maltase) de levedura.

Cultura de leveduras
S. cerevisiae

par- -

'

Aula 2 Aula 3

Lise celular | —0mr— Dosar proteina e atividade

enzimatica no lisado total

Aula 4,5, 6 /

Purificar sequencialmente
a proteina de interesse:

* Precipitacao com
Sulfato de amo6nio

* Cromatografia troca
ionica

Avaliar o enriquecimento e
recuperacao da atividade enzimatica
ao longo da as etapas de purificacao

Avaliar as proteinas presentes na
fracao purificada por eletroforese
em gel (SDS-PAGE)

Caracterizar a
atividade
enzimatica na
fracao purificada:
pH 6timo, inibicao




FUNDAMENTOS DA ELETROFORESE

-Eletroforese esta baseada na migracao de uma particula
carregada sob influéncia de um campo elétrico
(biomoléculas possuem cargas que dependem do pH).

LLO -

Velocidade de migragéo: v=gk g= carga liquida
E= Forca do campo elétrico

(Volts/cm)
Mobilidade eletroforética:  |M = ‘—I’:_ f= coeficiente friccional = 6rnr
ok [resisténcia encontrada pelo ion;
H= 9t dependente da viscosidade do
fE u — g

meio(n) e do tamanho e forma do

f ion, (r) ]
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SUPORTES PARA ELETROFORESE

Gel de Agarose

Gel de Poliacrilamida

(a) Q
Paper

Manutencao do pH

(b) Paper strip
+ e ® ©® e -
/ \\\
Negative Point of Positive
ions sample ions
application
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ELETROFORESE E CROMATOGRAFIA SAO
BASEADAS EM DIFERENTES PRINCIPIOS

Eletroforese

Cromatografia
(a)
Ascending paper
Glass chromatography
e
(®) Paper strip Sample - ‘ fsrzment
+ o o e e - ////
Negative Point of Positive . \ :
Mobilidade depende da Mobilidade depende da interagéo
carga e forma da relativa da molécula com a fase
molecula.... estacionaria e a fase movel...
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SUPORTES PARA ELETROFORESE

A agarose € uma mistura de polissacarideos

Isolados de algas.
Gel de Agarose

Geis de agarose sao muito utilizados para
separacoes de moléculas particularmente
grandes como acidos nucleicos (DNA, RNA)

http://www.biologyreference.com/Dn-

Ep/Electrophoresis.html

s.ipg
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http://www.biologyreference.com/Dn-Ep/Electrophoresis.html

SUPORTES PARA ELETROFORESE

O gel de poliacrilamida (PAGE) € preparado

pela polimerizacao de acrilamida e bis-
@ Poliacri@ acrilamida.

Muito utilizado para analise de proteinas

G R SR

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/
5a/Coomassie3.jpg

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f1/Electrophoresis -
Filling 1D gel wells with proteins mixture.jpg
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TIPOS DE ELETROFORESE DE PROTEINAS

Nativa S-S -
(nao desnaturante)

separacao por carga, massa
Eletroforese molecular e forma

\ Nao Redutora
(SDS-PAGE) Desnaturante/

&
Wi
A \ ‘:'i*'}t;a
separacao por e
T mzfssa gr:nolgcular Redutora
o 3 pontes dissulfeto S-S sado reduzidas por agentes redutores
Teasyent ' beta mercapto-etanol (HS-CH,CH,OH) ou ditiotreitol (DTT)
desnatura proteinas tornando-as lineares ?Zf.f« f? H & ‘r:
e carregadas negativamente ;g‘gr;; .p g‘ ? g a
, ‘e 5%’- 2 g.gu
- ¢ -~ P

Dodecil sulfato de Sodio
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SDS st

SDS-PAGE

-O SDS confere carga negativa a todas as proteinas

ST
Q%% K:;jég%LWC <§z
o2 B " SD
ol
e = A

Rath A et al. PNAS 2009;106:1760-1765
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SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

-Separa proteinas por TAMANHO!! Ja que o SDS confere carga
negativa homogénea a todas as proteinas

(A) (B)
. Bz o0, | Mixture of
@7 o  ooe— maaomolecules
— - \—J O
L Electrophoresis )
Direction of > | SOy
electrophoresis os 9
- Porous gel <
/ .
Figura — Livro Stryer
Augusto_
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http://www.youtube.com/watch?v=toPpdoBYPWo
http://www.youtube.com/watch?v=toPpdoBYPWo

ETAPAS EM UM SDS-PAGE
1) Preparo do gel

2) Preparo das amostras

‘“’:‘““““‘:*-” 3) Montagem do aparato de eletroforese

W“““' 4) Aplicagao das amostras

5) Separacao das amostras no gel de eletroforese

6) Revelacao do gel de eletroforese

https://www.youtube.com/watch?v=_8xftsClwYo



PREPARACAO DO GEL

I

“NH;

Acrylamide

Re +
RMe +
RMMe +

M —— RMe
M ——» RMMe
M ——> RMMMe, etc.

CONH;

I I
H»
‘N’ ‘N e
H H
Methylenebisacrylamide
S;05% (persulfate)
_ « TEMED
l  Catalisador <~ piofiavinatluz
/ - I(:ngfaattei r;cc)ill;sml'erization)
-~ - \-" - ~ - “r ’
CONH; | CONH; CONH:  “*malha” de
0" “NH acrilamida e bis-
HaC acrilamida serve
0 _NH

CONH, CON H,

. f\‘\
\-.

CONH; CONH,

.

.

e

~

. -~

como uma “peneira’

para separacao das

prOte nas Augusto_15



Solugdes Volume
Agua 3,05 mL
SDS 10% 50 uL
Acrilamida/Bis-Acrilamida
L
(30%) 0,65m
Tampao Tris 0,5 M pH 6,8 1,25 mL
TEMED 5uL
Persulfato de amonio 25 plL
Solucdes Volume
Agua 4,02 mL
SDS 10% 100 pL
Acrilamida/Bis-Acrilamida (30%) 3,33 mL
Tampao Tris 1,5 M pH 8,8 2,5mL
TEMED 5uL
Persulfato de amonio 50 pL

http://www.youtube.com/watch?v=EDi n ONiF4 15

SDS-PAGE

4 % Acrilamida
Tampao pH 6,8

7-20 % Acrilamida
Tampao pH 8.8

Augusto



http://www.youtube.com/watch?v=EDi_n_0NiF4

ﬁ\lo gel de Empilhamento...

Direcao
da eletrofore

v

Gly Gly Gly Gly Gly
Gly Gly Gly Gly

Gly Gly Gl

Sy Sl g Ghelly
CI-CI-CI-CI-CI-CI-CI-
Cl- CI-CI- CI- CI
ClI- CI- CI- CI-CI-

N

As proteinas se concentram em
_ uma banda fina no gel de
empilhamento aumentando a

KGIy (pl=6,1) parcialmente dissociado em pH 6.8 (carga zeyzr carga-1) resoluc;éo)

Stacking Gel._|
4%acrilamida

S

= =

Separating Gel -

7-20 %acrilamida

M s

1T —» —| Tampao Tris-Glicine
— ||pH=8.8

/ No gel de Separacao... \

L B o=
: ~ Gly Gly Gly Gly Gly
Diregao Gly Gly Gly Gly
da eletrofore Gly Gly Gly Gly Gly
CI-CI-CI-CI-CI-CI-ClI-
v CICI-CI- CI- CI

Cl- -gLS.‘slt-OCI-CI-
\ Gly (pl=6,1) Praticamente diggpciado pH 8.8 (carga-1y




SDS-PAGE

-Encaixar o gel no sistema de eletroforese
-Colocar o tampao de corrida na parte superior e inferior do gel

http://bitesizebio.com/3285/sds-page-the-easy-way-to-find-the-wells/
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SDS-PAGE
2) Preparo das amostras

TAMPAO DE AMOSTRA
(Laemmli buffer)
Agua 3,595 mL
Tampao Tris 0,5 M pH 6,8 1,25 mL
Glicerol aumenta a densidade da amostra 2,50 mL
SDS 10 % desnatura proteinas 2,00 mL
Azul de bromofenol corante, marca a frente de corrida do gel 0,20 mL
B-mercaptoetanol reduzir pontes dissulfeto 0,05 mL

+ 20 uL

Tampao de
amostra
Amostra > :> Ferver/ 5 min
dialisada e
seca

Augusto 15



SDS-PAGE

Aquecimento e SDS desnaturam a proteina
Beta-mercaptoetanol reduz as pontes de dissulfeto

Proteins without Subunits

ﬂ SH SH
—>
Denatu_red
Organized native protein

protein with

B-mercaptoetanol 3-dimensional structure

Denatured
o« Subunits
Proteins with Subunits

SH

s

- o -

SH

2 e R~y Denatured
g subunits

&

Augusto 15



SDS-PAGE

Aplicar as amostras com cuidado!

1. Padrao de peso molecular

2: Lisado centrifugado

3: Material DEAE
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Ligar a fonte e aguardar a
migracao da proteina até o
final

Augusto
15
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http://bitesizebio.com/3285/sds-page-the-easy-way-to-find-the-wells/

SDS-PAGE

-Revelacao do gel de eletroforese

!BQ B10 Bl A7 B1 B2 C7 '

’d Ui %
‘

-Outros métodos de deteccao:

- = prata, anticorpos (immublotting)
Antes de corar Ap6s corar com azul de & é,é”
. © & =S @ (4
Coomassie e descorar Fe &S s &
~ . S - & C &
p/remover o corante nao ligado e & ¥ & F &P
¥ & g 3 .z3~-°¢ §§
m 5 &F&EEFTEEL
-Usos de SDS-PAGE ot
~ . s
-Acompanhar a expressao e/ou - g =4
purificacdo de proteinas 45.000- g 0 g DeER—
-Determinar massas moleculares 31,000 /e Sy
de proteinas —--1
14,400—.‘. ~ -
-

Figure 3-18b
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



DETERMINAR MASSA MOLECULAR RELATIVA

1 2

ofL_f 1_f]
Mr
Myosin 200,000 @
B-Galactosidase 116,250 e . Unknown
Glycogen phosphorylaseb 97,400 e protei e
Bovine serum albumin 66,200 w—— D -
Ovalbumin 45,000 = o)) S
— | <o el (@)
Carbonic anhydrase 31,000 e - :
Soybean trypsin inhibitor 21,500  w=— !
Lysozyme 14,400 o= :
I
C) v Relative migration

M, Unknown
standards protein /
Rm =d/D

d= migracao da proteina de interesse
D= migracao total
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ELETROFORESE EM GEL BIDIMENSIONAL

Otimiza a separacao de proteinas

Primeira dimensao- separacao de

acordo com o pl

Focalizacao isoelétrica

pH9—

Decreasing pH

pPH3 o

Prepara-se um gel com gradiente de pH.

®
4

A

|
| |
\/

©

ey

(«

®

Aplica-se a mistura de proteinas.

Cada proteina é “focalizada” em uma
faixa estreita de pH préxima ao seu pl.

Segunda dimensao- separagao de
acordo com a massa molecular

(100D D) D[

Isoelectric focusing
gel is placed on SDS
polyacrylamide gel.

, Second S Decreasing
dimension : = : M
- - r
SDS polyacrylamide B
gel electrophoresis - T

Decreasing
pl




ELETROFORESE EM GEL BIDIMENSIONAL

Eletroforese em gel bidimensional
das proteinas de E. col SDS-PAGE

® -Utilizada para comparar niveis de
‘; expressao de proteinas
-Proteinas podem ser identificadas
por revelagcao com anticorpos.
-Proteinas podem ser identificadas
por espectrometria de massas.
’9‘{.;/
s

Mais de 2,000 proteinas sao visualizadas
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COMPARACAO ENTRE METODOS PARA DETERMINAR A

MASSA MOLECULAR DE PROTEINAS

SDS-PAGE
Migracao relativa

Cromatografia de Exclusao

Eluicao relativa

Espectrometria de Massas

(a) Electrospray ionization (ESI)

Metodo bastante sensivel
Valores de massa/carga
bastante precisos

ase 116,
oooooooooooooooooooooooooooo

e — -
solution

1
© [ f

nnnnnnn

Capillary

4000V

Atmospheric

pressure

Unknown
protein

Precisao
+10%

=
d o
2

Rm =d/D .Relative migration

FILTRACAO EM GEL (EXCLUSAO MOLECULAR)
V de eluicdo (Ve) da proteina € inversamente
‘._ 3 proporcional ao PM da proteina
fe a 4y
S, “razao de eluicao™ N
fi§xo .:\' N :: Km‘ = (\'.e Pt Vn)' (Vt'\:o) PreCISaO
g ) s + 10 %
& X Log PM| —e
; N W y (log PM)= a(Kav) + b
. o ° e
El f! i .
- - ;rolum Augusto_12
5 e~
" Precisao
6+
[o)
Mass analyzer 4L+ i 0001 A)
g 1 1
5 = . & -/ m/z
Detector ESI mass spectrum
+ 4
|
Low High vacuum

vacuum
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