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Cromatografia por exclusao molecular ou filtracao em gel

Objetivos:
- Conhecer suportes usados em cromatografia liquida.
- Usar resina de filtragdo em gel e conhecer fundamentos deste tipo de cromatografia.

- Ganhar familiaridade com métodos de deteccdo de biomoléculas em cromatografia.

Material:

Colunas cromatograficas empacotadas com:

a) resina Sephadex G-75

b) resina preparada em classe a partir de poliacrilamida 10%.

Substancias para amostras:

a) IgG-HRP (5 mg/mL)

b) Crotamina (10mg/mL)

¢) Na.SO.. (0.7M)

Reagentes para revelar as amostras utilizadas: Solugdo de CH;COOH a 7%. Papel de

celulose. Solucéo salina 0.154M. Reagentes para detecgao de peroxidase.

Procedimentos experimentais:

A) Separacdo cromatografica por exclusdo molecular.

1 — Aplicar amostra contendo mistura de IgG-HRP, crotamina e Na,SO,
(20uL+200uL+200uL)em cada coluna equilibrada com salina. Correr a cromatografia
com fluxo determinado por gravidade, adicionando-se porcdes de 0.8 mL de salina,
separadamente, as colunas e coletando-se 0s respectivos volumes efluentes em

fracOes individuais.

2 — lIdentificar cada composto nas fragcdes cromatograficas obtidas, anotando os

volumes efluentes correspondentes a eluicdo de cada um deles.

Reacéo peroxidase:

20 mg de O-PD (O-phenylenediamine).



40 mL de Tris 0,02M pH 7,2.

50 uL de H.0, 30%

Adicionar 50 uL de cada fracéo + 200 uL de reagente.
Reacéo com BaCl,

50 uL de cada fragéo

200 uL de 0.5M BaCl,

Revelar em tira de celulose
- Aplicar 2 uL de cada amostra em tira de celulose
- Corar a tira com amido-negro 0.3% em acido acético 7%

- Descolorir em acido acético 7%

Discussao em classe:
a) DefinicBes e aplicacbes de cromatografia.

b) Fundamentos da cromatografia por exclusdo molecular ou filtracdo em gel.
Matrizes.

¢) Fundamento dos métodos analiticos propostos para revelagdo da cromatografia.

d) Os resultados obtidos foram de acordo com a teoria de filtragdo em gel?
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