1. Introducao

As proteinas séo polimeros de amino&cidos unidos por ligagdes,
denominadas liga¢des peptidicas, uma ligacdo peptidica € a unido do
grupo amino (-NH,) de um aminoacido com o grupo carboxila (-COOH)
de outro aminoacido, através da formacdo de uma amida. Além disso,
os diferentes grupamentos "R" encontrados nos aminoacidos
influenciam na estrutura, na funcionalidade e nas propriedades das
proteinas individuais.

A maioria das proteinas encontradas nos seres vivos € formada
por L-amino&cidos. Os D-aminoécidos aparecem somente em certos
antibidticos peptidicos e em peptideos componentes da parede de
algumas bactérias. Apesar de muitas proteinas conterem outras
substancias, além dos aminoécidos, a estrutura tridimensional e muitas
das propriedades bioldégicas das proteinas sédo determinadas, em
grande parte, pelos tipos de aminoacidos presentes em sua molécula, a
ordem em que eles estdo unidos entre si, na formacdo da cadeia
polipeptidica e, ainda, pela inter-relacdo espacial de um aminoacido com
0 outro. Em solu¢des aquosas de pH neutro, os aminoacidos podem
existir em duas formas. Uma pequena fracdo pode encontrar numa
forma electricamente neutra, ou seja, com o grupo amina desprotonado
(-NH2) e o grupo carboxila protonado (-COOH). A maioria estara, no
entanto, numa forma ionizada, em que O grupo amina se encontra
protonado (-NH3") e o &cido carboxilico desprotonado a carboxilato (-
COOQO"), denominando-se esta forma de zwitteridnica (do alemao zwitter,
gue significa "hibrido"). Um zwitterion € uma molécula globalmente
neutra em termos de carga elétrica, mas possui cargas locais devido a
presenca de grupos ionizados.

O ponto isoelétrico (pl) de uma molécula € o pH ao qual essa
molécula €& eletricamente neutra. Este conceito € aplicado
particularmente a aminoacidos e proteinas. O ponto isoelétrico ndo € o
pH em que todas os grupos basicos estao desprotonados e 0s acidos
protonados, mas o pH em que a carga liquida da molécula é igual a
zero. Em um pH abaixo do valor de pl, os aminoacidos e proteinas
apresentam carga liquida positiva. Em um valor de pH acima do pl, os
aminoacidos e proteinas encontram-se com carga liquida negativa.

As proteinas exercerem uma grande variedade de funcdes na
célula, estas podem ser divididas em dois grandes grupos:



Dinamicas - Transporte, defesa, catélise de reacfes, controle do
metabolismo e contrag&o, por exemplo;

Estruturais - Proteinas como o coldgeno e elastina, por exemplo, que
promovem a sustentacgdo estrutural da célula e dos tecidos.

Podem ser estruturalmente classificadas em fibrosas ou
globulares. As proteinas que apresentam uma ou mais cadeias
polipeptidicas formando estruturas compactas, mais ou menos esféricas
e que geralmente sédo solUveis denominam-se proteinas globulares. As
proteinas globulares possuem estrutura espacial mais complexa, sao
mais ou menos esféricas. Sdo geralmente sollveis nos solventes
agquosos e 0s seus pesos moleculares situam-se entre 10.000 e varios
milhGes. Nesta categoria situam-se as proteinas ativas como as
enzimas, transportadores como a hemoglobina, etc. As proteinas
fiborosas possuem forma alongada, geralmente insollveis em meio
aquoso e desempenham um papel basicamente estrutural nos sistemas
biologicos. Ao contrario das globulares, sdo formadas pela repeticdo de
modulos, o que possibilita a construgcdo de grandes estruturas, com
organizagdo que origina fibras. Ao descrever a estrutura de uma
proteina € conveniente considerar a sua complexidade através de suas
estruturas:

Estrutura primaria - E a sequéncia de aminoéacidos ao longo da cadeia
polipeptidica, especifica para cada proteina.

Estrutura secundaria - Descreve a formacao de estruturas regulares
pela cadeia polipeptidica. Pode ser a-hélice ou folha 3.

-

Estrutura terciaria - E a forma tridimensional como a proteina se
"enrola". Descreve o dobramento final da cadeia polipeptidica por
interacao de regides com estrutura regular.

Estrutura quaternéria - Descreve a associagdo de duas ou mais cadeias
polipeptidicas de estrutura terciaria.



2. Objetivos

Esta pratica teve como objetivos caracterizar a presenca de
material biolégico em proteinas através de testes que reconhecam a
presenca de aminas primarias presentes em solucdo (reacdo da
ninhidrina); a presenca de peptideos com mais de trés residuos de
aminoacidos (reacdo do biureto); a presenca de arginina na cadeia
peptidica (reacdo de sakaguchi); a presenca de aminoacidos sulfurados
(reacdo para aminoacidos sulfurados). Procurou-se também na
realizacdo da pratica reconhecer as proteinas como moléculas
eletricamente carregadas, avaliando a influéncia do pH sobre tais cargas
bem como os grupamentos e fatores ligados a solubilidade das
proteinas em agua.

3. Parte Experimental

Reacdo do Biureto: Esta reacdo € utilizada para verificar a presenca de
peptidios com 3 ou mais residuos de aminoacidos. As proteinas ou
peptideos, quando tratados por uma solucao diluida de sulfato de cobre
em meio alcalino, apresentam uma coloracao purpura caracteristica. Foi
pipetado em um tubo de ensaio 1 ml de solucdo da clara de ovo.
Adicionou-se 5 gotas de NaOH 2,5 N e algumas gotas de sulfato de
cobre 1%. O mesmo procedimento foi realizado com uma solucdo de
agua destilada no lugar da solucédo de proteinas.

Reacéo da Ninhidrina: Esta reacgéo € utilizada para verificar a presenca
de aminas em solucdo, dando positivo para proteinas, peptideos,
aminoacidos, aminas primarias e amonia. Foram pipetados 2 ml da
solugéo de ninhidrina (0,1% de ninhidrina em tampé&o fosfato, pH 7,0)
em um tubo de ensaio. Adicionou-se, entdo, 5 gotas da solugdo de
proteinas e a solugdo foi fervida durante 2 minutos. O mesmo
procedimento foi realizado com solucédo de agua destilada no lugar da
solucéo de proteinas.

Reacdo de Sakaguchi: Esta reacéo é utilizada para verificar a presenca
da arginina em solucdo. Foi pipetado 1 ml da solucdo de proteina em
um tubo de ensaio. Em seguida, adicionou se 10 gotas de NaOH 2,5 N,
algumas gotas da solucdo de alfa-naftol (0,4% em etanol) e 1 ml de



hipoclorito de sédio 0,5%. O procedimento foi repetido com uma solucao
de agua destilada no lugar da solucéo de proteinas.

Reacdo para aminoacidos sulfurados: Esta reacdo € utilizada para
verificar a presenca de aminoécidos sulfurados em solugdo. Foi
pipetado em um tubo de ensaio 1 ml da solucdo de proteina. Em
seguida, adicionou-se 2 ml de NaOH 2,5 N e a solucédo foi fervida
durante um minuto. Juntou-se, entdo, 5 gotas de acetato de chumbo e a
solucédo durante 5 minutos. O mesmo procedimento foi realizado com
uma solucéo de agua destilada no lugar da solugéo de proteina.

Precipitagcdo de proteinas por adicdo de sais neutros (efeito da
forca i6nica): Este procedimento € realizado para se verificar a
influéncia da concentracdo de sais neutros sobre a solubilidade da
proteina. Foram pipetados em um tubo de ensaio 2 ml da solucdo de
proteinas. Adicionou-se, entdo, 2 ml de solucdo de sulfato de aménio
(0,77 g/ ml), deixando escorrer pelas paredes. O mesmo procedimento
foi repetido usando NaCl ao invés de (NH,),SO,.

Precipitacdo por sais de metais pesados e por acidos fortes: Este
procedimento € realizado para verificar a influéncia de sais de metais
pesados e de &cidos fortes sobre a solubilidade da proteina, bem como
a influéncia do pH sobre a carga liquida da molécula polipeptidica. Foi
pipetado em um tubo de ensaio 1 ml da solucdo de proteinas. Em
seguida adicionou-se 0,5 ml da solucdo de acetato de chumbo a 20% e
5 ml de agua destilada. O procedimento anterior foi repetido substituindo
a solucao de acetato de chumbo por acido tricloroacético a 10%.

Precipitacdo por acdo do calor (desnaturacdo): Este procedimento é
realizado para verificar o efeito do aquecimento (desnaturacéo) sobre a
estrutura tridimensional da proteina e sua solubilidade em agua. Foram
pipetados 5 ml da solugdo de proteinas em um tubo de ensaio. Em
seguida, o tubo foi colocado em banho-maria fervente por 5 minutos.

Precipitacdo das proteinas por solventes organicos: Este
procedimento € realizado para verificar a solubilidade de proteinas em
solventes organicos. Foram pipetados em dois tubos de ensaio 2 ml da
solucéo de proteinas em cada. Em seguida, adicionou-se 4 ml de etanol
gelado a cada tubo e agitou-se. Em um dos tubos, foi colocado uma
pequena quantidade de NaCl, sob agitagé&o.



4. Resultados e Discussao

Na reacao do biureto, o NaOH, presente em solucdo, conduz a cadeia
peptidica a um desarranjo em sua estrutura tridimensional. Os fons Cu®*
presentes em solugdo, originados do sulfato de cobre, formam um
complexo com os aminodacidos, estabelecendo interacbes com os
atomos de nitrogénio da cadeia peptidica. Esse complexo formado
confere uma coloracao purpura caracteristica a solucao.
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Esta reacdo € positiva para proteinas e peptideos com trés ou mais
residuos de aminoacidos. A reacdo também € positiva para substancias
gue contenham dois grupos carbaminicos (-OC-NH,-) ligados
diretamente ou através de um unico atomo de carbono ou nitrogénio. A
solucdo da clara de ovo, quando submetida & reagdo do biureto,
apresentou coloracdo purpura, indicando a provavel presenca de
peptideos em solucdo. A solucdo de agua destilada submetida ao
mesmo procedimento apresentou coloragdo azul clara, provavelmente
devido a alcalinizacédo do sulfato de cobre.




Na reacdo da ninhidrina, o aquecimento da solu¢cdo de proteinas
desestabelece a estrutura tridimensional do peptideo. A ninhidrina,
entdo, reage com o grupamento amina (sendo positiva para proteinas,
peptideos, aminodcidos, aminas primarias e amonia) presente nos
aminoacidos, formando como produto final um complexo de coloracao
azul-violeta. Com a prolina e a hidroxiprolina, que sdo iminoacidos,

forma-se um produto de coloracéo amarelada.
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{1) Minhidrina reacciona con el Aminodcido

{2) Se forma un primer intermedio

{3) El Intermedio decarboxila y dehidrata para dar un i6n dipolar

{4} El i6n dipolar hidroliza dando la amina

{5) La amina condensa con otra molécula de ninhidrina para dar el Pdrpura de Ruhemann

O tubo de ensaio com solucdo de proteinas apresentou coloracdo
azulada, a solu¢do com agua destilada no lugar da solucao de proteinas
nao apresentou alteracéo de coloracao.
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Na reacdo de Sakaguchi, o grupamento guanidina presente na arginina
reage em meio alcalino com o alfa-naftol e hipoclorito, resultando em um
produto de coloragcédo avermelhada. O tubo de ensaio com a solucéo de
proteinas apresentou coloracdo avermelhada, indicando a presenca de
arginina no peptideo, enquanto o tubo de ensaio com a solucao de agua
destilada no lugar da solucédo de proteinas apresentou uma coloracao
amarelada.

Na reacdo para aminoéacidos sulfurados, o aguecimento de proteinas
em meio alcalino resulta na liberacédo de enxofre da cisteina e da cistina,
sob a forma de sulfato. O sulfato é evidenciado pela adicdo de acetato
de chumbo, dando precipitado castanho ou preto de sulfeto de chumbo.
A solucdo com proteinas apresentou coloragdo escura, 0 mesmo nhao
pode ser observado na solucéo controle, com agua destilada no lugar da
solucédo de proteinas.




No procedimento de precipitagcdo de proteinas por adicdo de sais
neutros (efeito da forca ibnica), deve-se verificar o efeito da
concentracdo destes sais na solubilidade da proteina. Quando sais
neutros sdo adicionados ao sistema ocorre um aumento da forca ibnica
do sistema. Os ions carregados provenientes da dissociacdo dos sais
passam a interagir com as moléculas protéicas, diminuindo a interacéo
entre as proprias moléculas da proteina. Deste modo, temos um
aumento na solubilidade da proteina em meio aquoso. A esse fendbmeno
da-se o nome de salting-in. Este efeito, porém, ndo se estende
infinitamente. Em condi¢des de elevada forca ibnica, as moléculas de
agua apresentam maior tendéncia de solvatacdo de particulas (nesse
caso, os ions). As moléculas de 4gua, desse modo, interagem mais com
os ions, desfazendo suas interacbes com a estrutura protéica. Como
consequéncia, temos: maiores interacdes proteina-proteina, resultando
na diminuicdo da solubilidade em meio aquoso. A esse fendmeno da-se
0 nome de salting-out.

As fotos abaixo mostram a adicdo de sal em solucbes protéicas. A foto
da esquerda representa a adicdo de sulfato de aménio em solucao de
proteinas. Este sal possui baixa forga i6nica e provoca um aumento da
solubilidade da proteina. A foto da direita representa a adicédo de cloreto
de sddio a solucéo de proteinas. Este sal possui uma alta forga idnica,
acarretando precipitacdo da proteina.

No procedimento de precipitacdo por sais de metais pesados e por
acidos fortes, deve-se verificar o efeito destas substancias sobre a
solubilidade da proteina. Os céations de metais pesados como Hg?,
Pb%*, Cu?, Fe?, Cd* e Zn?* formam precipitados insollveis de
proteinas, denominados de acordo com o elemento formador (exemplo:
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proteinato de mercurio, proteinato de chumbo, etc.). Essa precipitacéo é
mais intensa quando o pH estd acima do ponto isoelétrico (pl). Isso
porque, acima do pl, a carga liquida sobre a proteina € negativa,
favorecendo a interagcdo com os cétions provenientes do sal. Quando a
proteina esta abaixo do seu pl, a carga liquida total da molécula é
positiva. Isso facilita a interacdo da molécula com os anions
provenientes de acidos como o tunguistico, o fosfotunguistico e picrico.
Nas duas situacdes o precipitado pode ser ressolubilizado através de
alteracdes do pH. Verifica-se que na adicdo de sais de metais pesados
como de acidos orgéanicos fortes ocorreram precipitagao.

No procedimeto de precipitacdo de proteinas por acdo do calor, o
calor fornecido a proteina provoca desestabilizacdo das interagfes
fracas (pontes de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo, interacbes de
Van der Vaals, etc.) acarretando em um desarranjo da conformacéo
tridimensional desta estrutura. Esse fenbmeno recebe o nome de
desnaturacao e altera as estruturas secundaria, terciaria e quaternaria
das proteinas, ndo afetando suas estruturas primarias (pontes dissulfeto
e ligagbes covalentes ndo sdo afetadas). A desnaturacdo promove
alteracdes na solubilidade da proteina, levando a sua precipitacdo. Com
0 aquecimento da solucao de proteinas, verificou-se precipitacéo.


http://www.fcfar.unesp.br/alimentos/bioquimica/praticas_proteinas/ponto_isoeletrico.htm

No procedimento de precipitacdo das proteinas por solventes
organicos, a solubilidade das proteinas em solventes organicos é
menor do que em agua. Isso acontece porque a capacidade de
interacdo com as particulas de soluto € diferente para cada solvente. A
grandeza que mede a capacidade de interacao do solvente com o soluto
€ denominada constante dielétrica. A &gua apresenta constante
dielétrica bastante elevada (aproximadamente 80). Numa solucao
contendo, exclusivamente, agua e moléculas protéicas temos: interacédo
agua - proteina e interacdo proteina-proteina. Nesse caso, podemos
afirmar com certeza que o primeiro tipo de interacdo prevalecera sobre o
segundo porque a agua possui grande capacidade de separacao das
particulas do soluto (constante dielétrica elevada).

Os solventes organicos apresentam valor de constante dielétrica bem
inferior & da agua, a interacdo proteina-proteina "vence" o poder de
solvatacdo da agua (interacdo agua-proteina). A proteina precipita.
A precipitacdo por solventes organicos depende muito da temperatura.
Os solventes organicos, quando utilizados a temperaturas baixas, sao
bastante Uteis na separacdo de misturas de proteinas. A temperaturas
mais elevadas esses solventes podem levar a desnaturagdo por
rompimento das pontes de hidrogénio e estabelecimento de interacdes

apolares, importantes na manutencao da conformacéao protéica.

Comparando-se os tubos podemos observar que onde houve a adicéo
de NaCl, houve maior precipitacdo. A adicdo de NaCl tornou a
precipitacdo maior por causa do efeito de salting-out no meio, ja que o
solvente tendera a solubilizar primeiro o NaCl, tornando as interacfes
proteina-proteina mais intensas havendo maior quantidade de proteina
precipitada.
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5. Conclusao

A partir dos resultados observados, conclui-se que é possivel
determinar a presenca de proteinas em solucdo com o auxilio de
algumas reac¢fes quimicas conhecidas, bem como a natureza de alguns
aminoacidos presentes nestas proteinas. E possivel identificar as
proteinas como moléculas carregadas e reconhecer os fatores ligados a
solubilidade das proteinas em agua.
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