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Objetivo

O objetivo desta atividade laboratorial é extrair as proteinas da planta do cardo (Cynara

cardunculus), dosea-las colorimetricamente e analisar a sua composi¢do.



Introducao

A bioquimica é a drea que estuda as interagdes que ocorrem nos organismos vivos, isto
é, o conjunto de reacdes quimicas que permitem a sua sobrevivéncia, crescimento e
reprodugdo. Assim, um dos seus objetivos é analisar a estrutura, a organizagao e as
atividades das biomoléculas - moléculas responsdveis pela execuc¢ao das reagdes
necessarias a vida -, com o intuito de perceber quais os aspetos indispensaveis na

manutencado da vida. (Motta, 2013)

O seu estudo é muito amplo e, como tal, para além de nos elucidar quanto ao papel das
biomoléculas na manutencao da vida, contribui também na evoluc¢do de diversas dreas

como a industria, a agricultura e a medicina. (Marques, 2017)

Uma vez que a bioquimica esta em constante interagdo com outras dreas cientificas, a
sua evolucdo também depende delas. Apesar da existéncia de estudos em quimica
biolégica desde a primeira metade do século XIX, foi a partir da segunda metade do
século XX, que os estudos em bioquimica avancaram significativamente, de forma cada
vez mais acentuada. O que se deve ao crescente desenvolvimento de dispositivos
tecnolégicos, que facilitam os estudos, bem como a sua explicagdo e apresentacao.

(Desconhecido, 2017)

Também o créscimo de conhecimento acerca das propriedades das biomoléculas, bem
como, as vantagens do seu uso, tem suscitado o interesse e, consequentemente,

diversos trabalhos de pesquisa, quanto as suas utilizagdes nas mais diversas areas.

De entre as diversas areas da bioquimica, evidencia-se a alimentar. A bioquimica
alimentar tem como objetivo o estudo da composicao dos alimentos e das rea¢des que

alteram as suas constituicdes. (Filho, 2010)

Desde plantacdes, armazenamento, maturacdo ou processamento de alimentos,
desenvolvimento de produtos de alimentares, preparagdo e/ou cozinhar, e finalmente,

a ingestdo de alimentos sdo todos processos que envolvem alteracdes bioquimicas.

Assim, uma das suas aplicacGes é na industria alimentar, na qual a bioquimica, com o
estudo e andlise da composicdo quimica dos alimentos e da funcionalidade dos
nutrientes dos mesmos, procura promover a qualidade dos alimentos e a reducdo de
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custos, aproveitando os desperdicios, prolongando o prazo de validade dos alimentos e
garantindo alta qualidade nutricional. Assegurando a saude a nivel alimentar,

respeitando o meio ambiente. (Teixeira, 2017)

Deste modo, as biomoléculas assumem um papel muito importante na nossa
alimentacao, destacando-se as proteinas, uma vez que estdo presentes em quase todos

os todos os processos bioldgicos.

A estrutura das proteinas é formada por aminoacidos. Os aminoacidos sdo moléculas
que contém um atomo de hidrogénio, um grupo radical varidvel em cada aminodcido,
um grupo amina e um grupo carboxilico. Ligam-se através de ligacdes peptidicas, uma
vez que tém a possibilidade de ligagdo entre o grupo carboxilico de um aminoacido com

o grupo amina de outro. (Silva and SILVA, 2010)

Para além da funcdo enzimatica que garante os processos quimicos, as proteinas
desempenham outras func¢des, tais como, estruturais, estabilizante e importantes para

o metabolismo energético. (Desconhecido, 2017)

Devido a funcionalidade das proteinas, isto é, a capacidade que tém de afetar os
sistemas alimentares, durante o seu processamento, armazenamento, preparagao e
consumo, podem ser utilizadas pelas suas propriedades de coesdo e adesao como
espessante, coagulante, gelificante e emulsionante em produtos de padaria, pastelaria,
queijo, entre outros. Como exemplo, a proteina do ovo, do leite e de cereais.

(Desconhecido, 2017)

Neste seguimento, a planta cardo tem sido tradicionalmente usado no fabrico do queijo
em Portugal, embora nos ultimos anos tenha adquirido uma maior importancia pelas
industrias de queijo no que diz respeito as suas propriedades coagulantes. Para além da
industria de queijo, tem sido aplicado também para fins terapéuticos. (Desconhecido,

2017)

As suas propriedades coagulantes devem-se as proteinases asparticas, isto €, um grupo
de enzimas bem definido e amplamente distribuido na natureza, denominadas

cardosinas.

De entre as proteinases asparticas identificadas até entdo, as cardosinas A e B sdo das

que se encontram melhor caracterizadas, tanto molecularmente como



bioguimicamente. Apesar disto, apresentam uma localizacdo diferencial nas flores de
cardo, uma vez que a cardosina A encontra-se acumulada no vacuolo e a B secretada, o

que as considerou um bom modelo para estudo de transito intracelular. (Abreu, 2009)

Assim, a planta cardo e as enzimas presentes nela tém estado no centro de muitos

estudos e trabalhos de pesquisa.



Material e Reagentes

Extracao

Agua destilada;

Tampado de citrato de sédio 100 mM (pH = 3,0);
HCI 2,5M;

Filtros 0,2 um;

Eppendorfs;

Centrifugadora.

Quantificacao

Agua destilada; Pompetes;

Albumina 1 mg/mL; Ponteiras;

Extrato de proteinas (cardo); Suporte para tubos;

Reagente de Bradford (acido fosfdrico Tubos de ensaio;

85%, Coomassie Blue G, metanol); , .
Espectrofotémetro;

Cuvetes; Voértice.

Pipetas;



Fracionamento e Visualizacao

Tampao de amostra ou solugao
desnaturante

Agua desionizada;

8M Ureia;

100 mL de Tris;

200 mL de Glicina;

10% Glicerol;

2% SDS (Dodecil Sulfato de Sédio);
0,008% Azul de bromofenol;

2% (v/v) B-mercaptoetanol (adicionar

no momento de uso).

Tampao de corrida (1x)
3,03 g Tris;

14,4 g Glicina;
1,0 g SDS;

100 mL Agua desionizada.

Acrilamida: Bisacrilamida 40%
38,93 g Acrilamida;
1,067 g N’N’bis metilenoacrilamida;

100 ml Agua desionizada.

Tris

1,5 M Tris (acertar valor de pH com
HCI) pH 8,8;

0,625 M Tris (acertar valor de pH com
HCl) pH 6,8.

Solugdo de coloragdo/corante

0,4% de Coomassie Brilliant Blue (m/v);
50% de Etanol (v/v);

10% de Acido acético (v/v);

Agua destilada.

Solugdo de descoloragdo/descorante
25% de Etanol (v/v);

5% de Acido acético (v/v).
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Calculos Preliminares

1. Solucdo Tampao de Citrato de Sodio (pH = 3)

[Citrato de Sédio] = 0,1M
V=25mL

pKai =3,15

pKaz =4,77

pKaz = 6,40

0,1 0,1
3=315+ loglo? © loglo? =3-3,15 & log;70,1 —log;px = —-0,15 &

ologox=—(-015+1) o x =107%8 &

o x=0,14M
[Acido Citrico] = 0,14M
C = 0,14 = = 0,0035 mol de acido citri
= — & = > =
% , 25 X 103 n , mol de acido citrico

= 0,0035 = m = 0,735g de acido citri

= — = — & =
n MM , 21044 ,735g de acido citrico

[Citrato de Sédio] = 0,1M

C == 0,10 ==——— < n = 0,0025 mol de citrato de soédio

m
n= WM < 0,0025 = < m = 0,735g de citrato de sédio

294,10



2. Solucdo de Albumina (1mg/mL)

V=10 mL

m m
C=7<—>1=E<—>m=1Omg=0,01gdealbumina
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Resultados

Extracdo e Quantificagao

®  Mcardo = 1,000g

e pH solugdo tampao = 3,88

Tabela 1: Absorvancia de todos os padrdes preparados num comprimento de onda de
595 nm.

Padrao Valbumina (HL) Malbumina (ME) Absorvancia (595 nm)
1 10 0,01 0,15
2 20 0,02 0,30
3 30 0,03 0,40
4 40 0,04 0,50

Reta de Calibracao

0,6

y =11,5x+0,05
0,5 R®=0,9888  _..-'®

0,4 e

0,3 .

Absorvancia

0,2

0,1

0 0005 001 0015 002 0025 003 003 004 0,045
Massa de Albumina (mg)

Figura 1: Absorvancia corrigida das solugdes padrdo de albumina em fungdo da massa

de albumina presente nas mesmas. Apresentacao da reta de calibracao.
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Tabela 2: Absorvancia da amostra num comprimento de onda de 595 nm e massa (mg)

de albumina presente na mesma.

Absorvancia (595 nm) Malbumina (ME) X Malbumina (ME)
Dilui¢do 5x 0,910 0,375
0,378
Diluigao 10x 0,490 0,380

Massa de albumina na amostra:

¢ Diluigao 5x

y = 11,5x + 0,05 & 0,910 = 11,5x + 0,05 © x = 0,075 mg

Maipumina = 0,075 X 5 = 0,375 mg

¢ Diluigao 10x

y = 11,5x + 0,05 < 0,490 = 11,5x + 0,05 & x = 0,038 mg

Mabuming = 0,038 X 10 = 0,380 mg
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Fracionamento e Visualizacdo

Figuras 2 e 3: Bandas das proteinas presentes no padrdo e nas amostras analisadas no

gel apds a eletroforese.
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Discussao

Extracao e Quantificacao

O processo de extracdo das proteinas envolve
processos fisicos, tais como a maceragao ou a
trituracdo da amostra, os quais fazem com
que haja uma quebra nas células e,

consequentemente, a libertacdo das

proteinas. Sendo assim, foi macerada 1,000 g
de cardo com a ajuda de um almofariz, com o Figura 4: Processo de maceracdo
objetivo de libertar a albumina (Figura 4). Neste processo, sdo também adicionados
solventes/extratantes para que as proteinas sejam transferidas para o estado liquido.
Neste caso, foi adicionado um tampao de citrato de sédio, com pH=3,88, com o objetivo

de proporcionar um maior rendimento na extracdo das proteinas. De seguida, foi

realizada uma filtracdo com o objetivo de eliminar os contaminantes da amostra.

Ap0s a realizacdo da extracao, realizou-se a quantificagao das proteinas na amostra em
estudo. Fazem parte dos métodos colorimétricos de quantificacdo de proteinas o teste
Biureto, o Lowny test e o método de Bradford. Contudo, o peso seco e a
espetrofotometria também podem ser utilizados para o mesmo efeito. Neste caso, foi

utilizado o método colorimétrico de Bradford.

Este método assenta na interagdo do corante “Coomassie brilliant blue” com as
macromoléculas das proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou

aromaticas.

Devido ao pH da reacdo, a interacdo da proteina de elevado peso molecular com o
corante provoca uma alteracdao no equilibrio do corante, levando-o a forma aniénica

onde este tem uma grande absor¢do num comprimento de onda de 595 nm.

O método de Bradford, é mais rapido e rigoroso que o de Lowry, e tem sido utilizado
para a determinacdo de proteinas totais em diversos meios como plasma ou soro
sanguineo, saliva humana, produtos alimenticios, tecidos de plantas, suspensdes de

células, avidina e estreptavidina e detergentes.
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Apesar do método utilizado ser bastante rigoroso e apresentar resultados mais
rapidamente que outros métodos, este apresenta também algumas desvantagens em

gue é necessdria uma atencdo especial.

Devida a baixa solubilidade e baixo peso molecular das proteinas, o método de Bradford
apresenta uma diferente variacdo de absortividade para diferentes proteinas. O nivel de
pureza do corante utilizado também pode ser um obstaculo na variacdo da
absortividade deste método sendo, por isso, recomendavel a padronizacdo do corante

utilizado.

Na tentativa de contornar esta complicacdo, medidas como o aumento da concentracao
do corante e o aumento da solubilizacdo das proteinas que reagem com o corante

(utilizando detergentes, hidroxido de sddio, fenol, entre outros) devem ser tomadas.

Existem ainda algumas substancias que podem reagir com as proteinas impedindo a
interacdo das mesmas com o corante ou reagindo com o corante promovendo a
alteracdo da absorvancia. Nesses casos e recomendavel a precipitacdo das proteinas
com 4cido tricloroacético. As substancias interferentes podem ser consultadas na tabela

3 (Anexo l).

Por fim, procedeu-se a preparacdo de padrdes de albumina (Tabela 1) e a elaboracao de
uma reta de calibracdo (Figura 1) que relaciona a absorvancia dos padrdes com a massa

de albumina existente nos mesmos.

Com a absorvancia da amostra (Tabela 2) e através da equacdo da reta de calibracdo
(y = 11,5x + 0,05), determinou-se a massa de albumina na amostra, sendo esta

0,378 mg.
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Fracionamento e Visualizacao

Antes da realizagdo do fracionamento e da visualizagdo, é necessdrio purificar as

proteinas em estudo.

As proteinas podem ser estudadas no seu estado nativo, que é o mais estavel e que
contem a energia livre mais baixa possivel. Contudo, as proteinas nativas sdo muito
complexas, uma vez que a sua estrutura nativa é o resultado liquido de varias interacdes
atrativas e repulsivas que emanam forgas intramoleculares variadas, bem como da

interacdo de varios grupos proteicos com a agua como solvente circundante.

Assim, estas também podem ser estudadas no seu estado desnaturado. Para ocorrer a
desnaturacdo, ou seja, ocorrer uma modificacdo na conformacao (estrutura secundaria,
tercidria ou quartendria) das proteinas sem haver um rompimento das ligacdes
peptidicas envolvidas na estrutura primaria, é necessario ocorrer uma mudanca no
ambiente ao qual a proteina esta sujeita, o que forcara a molécula a assumir uma nova

estrutura de equilibrio.

As estruturas sdo mantidas por interacoes fracas e, por isso, sdo facilmente quebradas
quando expostas a calor, acidos, sais ou alcool, perdendo assim a sua estrutura

tridimencional e tornando-se mais simples de estudar.

Neste caso, as proteinas foram analisadas na
sua forma desnaturada (Figura 5), uma vez que,
durante a desnaturacao, perderam

caracteristicas, como a sua carga e

conformacao, mantendo apenas a
caracteristica diferenciadora: o seu tamanho. Figura 5: Introducdo da amostra

. P ~ desnaturada nos pogos.
Assim, neste processo, € utilizada uma solucao

desnaturante que contem ureia, que se liga aos locais hidrofébicos, levando a
diminuicdo das ligacdes hidrofébicas com a agua e, consequentemente, ao aumento da
solubilidade, dgua desionizada, tris (tampao utilizado para que ocorra a lise celular, ou
seja, a rotura das células), glicina (aminoacido simples, apolar, que promove a repulsdo
do grupo ionizdvel carboxilico), glicerol, que também influéncia a solubilidade,

detergente (SDS), que é o principal agente de desnaturacdo, fazendo com que a cadeia
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polar do detergente se ligue as proteinas, dando origem a uma carga fortemente
negativa, azul de bromofenol (necessario para identificar a migracao) e mercaptoetanol
(substancia que provoca a reducdo das ligacdes de dissulfato, ajudando a eliminar a

estrutura tercidria da proteina).

Para além da desnaturacdo da amostra, é
também necessdrio, para a realizagdo da
eletroforese, um tampado de corrida, corrente

elétrica e uma solugdo de suporte/gel de

acrilamida (Figura 6).

Figura 6: Preparacdo do gel.

A solucdo tampdo é o meio de passagem da corrente elétrica e tem de ter um pH
especifico, de modo a que o pH seja diferente do ponto isoelétrico da proteina, evitando,

assim, que esta fique sem carga.

Jd o geltem de ser inerte, ou seja, ndo pode interferir com as caracteristicas da proteina,
apenas deve permitir a sua separacdo em diferentes tamanhos (carateristica
diferenciadora). Assim, este gel tem uma malha com poros, o que faz com que as
proteinas maiores figuem retidas na parte superior do gel e as menores na parte

inferior.

Apds ser realizada a eletroforese
(Figura 7), procede-se a coloracdo do
gel para uma melhor visualizagao das
bandas. Ao adicionar o corante, todo o

gel ird ficar azul, sendo assim

impossivel distinguir as bandas em

Figura 7: Processo de eletroforese.

guestdo. Para isso, é necessario fazer

uma descoloracao do gel e assim, apenas as bandas ficam coradas.

Por fim, realiza-se a visualiza¢do das bandas utilizando o sistema EZ GEL DOC (Figura 3),
com o objetivo de comparar as bandas obtidas na amostra com as bandas existentes no
padrdo utilizado (Figura 2). Apds esta comparacao, é possivel definir quais as proteinas

existentes, bem como o seu peso molecular. Neste caso, foram observadas na parte
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superior do gel cardosinas A, com peso molecular de 28kDa, e cardosinas B na parte

inferior, com peso molecular entre os 10 e 17kDa.

Por outro lado, Verissimo et al. (1996), que distinguiam as cardosinas A e B através da
sua mobilidade relativa em géis de SDS-PAGE, obtiveram massas moleculares aparentes

de 31kDa para a cardosina A e de 14kDa para a cardosina B.

Posto isto, conclui-se que os pesos moleculares obtidos nesta atividade experimental

encontram-se de acordo com valores obtidos noutros estudos semelhantes.
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Conclusao

Com esta atividade laboratorial, concluiu-se que a quantidade de proteinas presentes

em 1,000 g de planta de cardo (Cynara cardunculus) é de 0,018 mg.

Através da visualizacdo das bandas, concluiu-se também que as proteinas presentes na
mesma planta sdo a cardosina A, com um peso molecular de 28kDa, e a cardosina B,

com um peso molecular entre 10 e 17 kDa.
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Anexos

Anexo |: Interferentes do Método de Bradford

Tabela 3: Substancias interferentes no Método de Bradford.

Substdncia

Acdo

Tolbutamida

Provoca falso positivo.

Uréia

Fornece resultado falso positivo, acima de 45 g/L

Cloreto de Sddio e de Potassio

Fornecem resultado falso negativo, acima de 1 M

Detergentes (Triton X100, SDS, Tween-
20)

A larga banda de absorgdo em 650 nm, devido a reagdo entre o corante e os detergentes, interfere
na banda em 595 nm, resultando em falso positivo

Ciclodextrinas

Formam um complexo de inclusdo com o corante Comassie Brilliant Blue

Polifendis e Polifendis Oxidases

Reagem com as proteinas impedindo a formagao do complexo das mesmas com o corante
Comassie Brilliant Blue

2-mercaptoetano + Guanadina

Diminuem a absor¢do da amostra

Glicerol

Provoca falso positivo.

Lipidios

Causam turbidez na amostra.

Cloropromazina

Provoca falso positivo.

Fluoreto

Diminui a absor¢do da amostra
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