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'SALTING IN & SALTING OUT

A solubilidade de proteinas depende de um balanco entre os residuos polares/carregados e os
residuos hidrofobicos. Sais, competem pela sovatacao dos residuos carregados, alterando a
solubilidade de uma proteina.
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Série de Hofmaister
Anions: SO4 >H,PO, >CH 3C00 >CI > Br > | >CLO >SCN
Cations: NH, N >Na >L| >Mg ">Ca >Ba



'SALTING IN & SALTING OUT

A solubilidade de proteinas depende de um balanco entre os residuos polares/carregados e os
residuos hidrofdbicos. Sais, ajudam na solubilizagcao e, ao mesmo tempo, competem pela
sovatacao dos residuos carregados, alterando a solubilidade de uma proteina.
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Serie de Hofmaister

Anions: SO,>>H,PO, >CH,COO->Cl->Br>1->CLO, >SCN-

Efeito solubilizante
—
—

Efeito precipitante

Cations: NH,*>Cs*> Na* > Li* > Mg2* > Ca2* > Ba2* > guanidina
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dissolved to decrease due to aggregation and removal
target solute solubility supersaturation settling




Eletroforese de proteinas

» Electro + phorésis (grego) = movimento

= Eletroforese refere-se ao movimento de moleculas
frente a um campo eléetrico.

» A eletroforese em gel ou papel € uma tecnica muito
util em laboratorio para analisar e separar proteinas
(e outras macromoleculas...).




Teorla

Mobilidade eletroforética (u)= v/E=Z/f

Resisténcia

v =ZeE/f
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EletroforeseVertical ou Horizontal

Eletrodo & i
Amostras de proteinas

Pogos

Proteina
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O meio: papel, agarose, acrilamida

Agarose

Acrilamida + bis-acrilamida




Geis de poliacrilamida

acrilamida poliacrilamida

CH,=CH-CO-NH,

Bis-acrilamida

C:HZ=C:H-C:O-NH-CHZ-NH-CO-CH=CH2




A concentracao e a relagao acrilamida:bis-acrilamida
| determinam otamanho dos poros do gel
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O gel poroso, separa as proteinas por tamanho

Sample loading -

(=) Cathode

Protein mixture

Porous gel

Direction of
anion migration

Electrophoresis

As proteinas sao atraidas pelo campo elétrico
Porém, os gel poroso funciona como uma barreira
Proteinas menos "migram" mais rapidamente

Proteinas grandes, migram lentamente




Como as proteinas migram num gel de
poliacrilamida?

As propriedades que afetam a migracao num gel de poliacrilamida:

1. Tamanho (massa molecular)
2. Carga(pl)

LogV =LogV,—kC k = constante proporcional ao peso molecular
C = concentragao do gel

Migragao no gel

Migracao sem o gel

Porem, V € proporcional a carga (Z) e proteinas apresentam diferentes
cargas...




Eletroforese de proteinas em condicoes
nativas

Eletroforese em condi¢oes nao-denaturantes (nativas)

separagao por carga e peso molecular (simultaneamente)

Ya

Eletrodo (-)
Eletrodo (+)




Eletroforese de proteinas em condicoes
nativas: muitas variaveis...

Eletroforese em condi¢oes nao-denaturantes (nativas)

separagao por carga e peso molecular (simultaneamente)

Ya

Eletrodo (+)

Eletrodo (-)




Eletroforese de proteinas em condicoes
denaturantes

Proteinas denaturadas com SDS (dodecil sulfato de sodio ou lauril sulfato
de sodio) podem ter o mesmoVo!

1 SDS para cada 2 residuos de amino acido




O SDS fazcom que as proteinastenhama mesmarelagao
|| carga/massa

Proteins
Folded with positive
and negative charges

Reduced by 2-mercaptoethanol
(disulfide bonds are reduced)

f.sst — foon wt “=
% — &
SDS with negative charge

O-

Unfolded to a linear structure with negative charge proportional
10 the polypeptide chain length
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Molecular weight markers



SDS-PAGE: o gel de empacotamento

Purpose of using two layers of gel

Stacking gel (5 %) needed to concentrate all the
proteins in one band, so that they will start
migrating in running gel all at the same time

separating gel (12 %) or running gel allows to
separate the proteins based on their molecular
weight

Stacking Gel. || 178 ™

Separating Gel |




A migracao das proteinas e
proporcional ao peso molecular

Amostra de proteinas

Catodo
LogV =LogV,-kC

Vyigual para todas as
proteinas, portanto,
LogV é proporcional a
massa da proteina




Estrutura quaternaria da proteina:
guantas cadeias?

Amostrade proteinas  Condicges NECIISSIISIEE

Bmercaptoetanol

Proteinas contendo multiplas
cadeias ligadas por pontes de
dissulfeto (-S-S-) podem ser
analizadas em condigdes
redutoras (B-mercaptoetanol
ou DTT, ditiotreitol).



As proteinas podem servisualizadas com
coomassie ou coloragao com prata

As proteinas sao fixadas ao gel
com metanol e coradas com
coomassie R (reagente de
Bradford).

lons de prata formam um
complexo com proteinas e
podem ser utilizados para
coloragao de geis.




Mobilidade relativa = migracao proteina/migracao total

Migracao da proteina analizada
= “
E

Log (Peso molecular)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Mobilidade relativa

Migracao total

- Frente do gel (azul de bromofenol)
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