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Cleanup de amostra de clara de ovo para determinação de lisozima 
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Objetivos 
Efetuar uma cleanup de amostra de clara de ovo visando a determinação de lisozima 

 
Instrumentação 

1. Equipamento: HPLC Thermo Ultimate 3000 equipado com detector de UV-Vis; 
2. Coluna analítica com estrutura monolítica polimérica (poly(BMA-co-EDMA), com 100 mm de comprimento por 

1,0 mm de diâmetro interno; 
3. Coluna de extração em fase sólida baseada no polímero monolítico poly(GMA-co-EDMA)-IDA; 

 
BMA- grupo C4 (metacrilato de butila) – fase reversa 
IDA – grupo iminodiacetato – troca catiônica fraca 
 

Reagentes 
1. Solução de lisozima 1 mg/mL; 
2. TFA (ácido trifluoroacético) 0,1% em acetonitrila (ACN) grau HPLC ; 
3. TFA 0,1% em água; 
4. Tampão fosfato 10 mmol L-1 pH 7,0 
5. Água deionizada; 
6. Amostra de clara de ovo diluída 1:10 em tampão fosfato. 
 

Procedimento 
 
Antes do experimento, pesquise sobre ponto isoelétrico (pI) de proteínas e especialmente o pI das proteínas 
presentes em clara de ovo. 
 
1 - Injetar 1 µL de amostra de clara de ovo seguindo o gradiente de acetonitrila em TFA 0,1% (5 a 10% de ACN em 0,1% 
(v v-1) TFA;   
 
2- Injetar 1 µL de solução de lisozima 1 mg/mL e sobrepor o cromatograma da lisozima com o da clara de ovo 
 

3 – Passar um dado volume (500 L) da clara de ovo na coluna IDA condicionada a pH 7 e lavar a coluna o tampão 

fosfato (1000 L); 
 

4 – Inverter a direção de fluxo na coluna e eluir com 500 L de solução de acetonitrila 5% (v v-1) em TFA 0,1%; 
 

5 – Injetar 1 L de amostra submetida ao SPE no cromatógrafo seguindo o mesmo programa de eluição da etapa 1. 

https://repositorio.usp.br/directbitstream/7dec5cc2-2b2e-4715-aee9-26ceef45eef4/3140712.pdf
https://repositorio.usp.br/directbitstream/7dec5cc2-2b2e-4715-aee9-26ceef45eef4/3140712.pdf


 
 

QUESTÕES 

 
Questão 1 – Com base no pI de proteínas como a lisozima e a ovalbumina, explique os mecanismos envolvidos 
no cleanup da amostra 

 
Questão 2 – Qual é a função do tampão fosfato a pH7,0 e da etapa de lavagem? 

 
Questão 3 – Qual é a função do TFA (ácido trifluoroacético) e da acetonitrila? 
 
Questão 4 – Como você faria a quantificação da lisozima na clara de ovo? 


