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Cromatografia e Eletroforese

Cromatografia

Método utilizado para separar certas classes de misturas complexas - de compostos orgânicos e inorgânicos – entre uma fase que se move e uma fase estacionária.

· Cromatografia de troca iônica

É a técnica mais utilizada para separar, identificar e quantificar os aminoácidos presentes em uma mistura, porém pode também ser usada em outros casos, como para separar proteínas com cargas elétricas diferentes e misturas de carboidratos. Este método leva em consideração as diferenças no sinal e na magnitude das cargas elétricas líquidas dos aminoácidos em um dado pH, as quais são previsíveis a partir de seus valores de pKa e de suas curvas de titulação.

O método consiste em tomar um longo tubo com partículas de resina sintética insolúvel em água e contendo grupos fixos carregados eletricamente – podem ser resinas trocadoras de cátions ou resinas trocadoras de ânions – e colocar por cima desta coluna de resina a solução de aminoácidos em um pH escolhido. O pH influi na afinidade de cada aminoácido pela resina, pois este determina os estado de ionização da molécula. Os aminoácidos num mesmo pH diferem mesmo assim nos valores de pKa dos seus grupos R, o que explica a tendência diferente de cada um para se ligar à resina. Assim, eles se moverão através da coluna em velocidades diferentes. Os aminoácidos que se movem mais rápido – ou seja, ligam-se à coluna com menos força – são eluídos primeiro, e posteriormente os outros, então, uma a uma as frações são coletadas e seus solutos analisados quantitativamente.

Há também a Cromatografia líquida de alto desempenho, que é uma melhoria moderna, com resinas mais fortes e aparelhamento aperfeiçoado que obtém melhores e mais rápidas separações. O processo se dá automaticamente em um aparelho chamado analisador de aminoácidos.

· Cromatografia de exclusão por tamanho

Este método - também conhecido como filtração em gel – separa proteínas (ou outras substâncias, como carboidratos) conforme o tamanho das moléculas. A coluna contém esferas de um polímero poroso, sendo assim, quando a mistura proteica é adicionada as moléculas maiores passam mais rapidamente e aparecem nas primeiras frações pois não penetram nos poros das esferas devido ao tamanho; já as menores, penetram pelos poros e   demoram mais a migrar.

· Cromatografia de afinidade

Esta técnica separa as proteínas por sua especificidades de ligação. A coluna contém um polímero ao qual está unido um ligante específico para a proteína que interessa. Assim, quando se adiciona a mistura de proteínas à coluna as proteínas indesejadas são transportadas pelo líquido eluente, e ficam retidas somente as proteínas que interessam unidas aos ligantes das esferas de polímero. Então esta proteína de interesse é eluída por uma solução contendo o ligante livre.

· Cromatografia de Adsorção

O método de cromatografia de adsorção separa os lipídios de polaridades diferentes. A técnica consiste em empacotar em uma coluna longa um  material insolúvel e polar, como a sílica gel  e adicionar a mistura de lipídios – dissolvida em clorofórmio. Os lipídios neutros passam direto e eluem nas primeiras frações, já os lipídios polares ligam-se ao ácido silícico – também polar – e são eluídos em ordem de polaridade crescente, pela eluição da coluna com solventes de polaridade cada vez maior, como acetona (lipídios polares sem carga) e posteriormente metanol (lipídios muito polares, com carga).

· Cromatografia de Camada Fina

É um método semelhante à cromatografia de adsorção. Uma camada fina de sílica gel (ácido silícico) é esparramada sobre uma placa de vidro. Uma pequena amostra de lípidios dissolvidos em clorofórmio é aplicada próximo de uma das extremidades da placa, e esta é mergulhada em um vaso raso contendo uma lâmina de um solvente orgânico específico e situado no interior de uma camada fechada saturada com o vapor deste mesmo solvente. À medida que o solvente sobe pela placa por ação capilar, carrega os lipídios com ele. Os lipídios menos polares movem-se mais rapidamente, já que têm uma tendência menor a ligar-se ao ácido silícico que é polar. Depois de separados os lipídios podem ser detectados pela nebulização da placa com uma solução de corante (rodamina), que se torna fluorescente quando associada com os lipídios, ou por exposição da placa a vapores de iodo. O iodo reage com as duplas ligações de ácidos graxos, dando uma cor amarelada ou marrom aos lipídios que os contenham. Para análises subseqüentes, as regiões contendo os lipídios que se separaram podem ser retiradas da placa e os lipídios recuperados por extração da sílica gel com um solvente orgânico.

· Cromatografia Gás-líquido

A cromatografia gás líquido separa misturas de derivados voláteis dos lipídios (ou outras moléculas).

Alguns lipídios são naturalmente voláteis, mas a maioria deles precisa ser transformada em derivados com maior volatividade , convertendo-os em ésteres metílicos. Aí, então estes ésteres metílicos de ácidos graxos são colocados na coluna cromatográfica gás-líquido e a coluna é aquecida para volatizar os compostos presentes. Os ésteres metílicos mais solúveis no material da coluna se dissolvem, os menos solúveis são carregados pela corrente de gás hélio e emergem primeiro na coluna.

· Cromatografia em Papel

A cromatografia em papel, apesar de haver técnicas mais modernas, é ainda usada na separação de aminoácidos.

Aplica-se a amostra a 5 cm da extremidade da tira de papel de filtro. Essa tira é suspensa em um recipiente hermeticamente fechado, que contém o solvente cromatográfico.

Os solventes para separação de misturas de aminoácidos são misturas de água, álcoois, ácidos ou bases. 

Quando a migração do solvente chegar até quase ao fim da fita, esta é seca e tratada para permitir a visualização das moléculas de interesse.

Há também a cromatografia em papel bidimensional, em que utiliza-se uma folha de papel quadrado ao invés da tira. E o papel é cromatografado em duas misturas de solventes.

Eletroforese

Eletroforese é o movimento de solutos carregados eletricamente em resposta à aplicação de um campo elétrico; freqüentemente é usada para separar misturas de íons, proteínas e ácidos nucleicos.

· A eletroforese na separação de proteínas

A eletroforese, em adição à cromatografia, é um processo importante para separar proteínas. Neste caso a separação se dá por migração de moléculas em um campo elétrico. Porém, há o incoveniente de geralmente este método inativar as proteínas. As vantagens são que as proteínas são separadas e visualizadas, e permitir a determinação de propriedades cruciais de uma proteína, tais como o seu ponto isoelétrico e seu peso molecular aproximado.

A eletroforese de proteínas é geralmente realizada em géis feitos de polímeros entrecruzados de poliacrilamida, que funciona como uma peneira molecular reduzindo a velocidade de migração das proteínas em proporção aproximada à massa, ou peso molecular, de cada uma delas.

Para determinar-se a pureza e o peso molecular de proteínas um método utilizado faz uso do detergente dodecilsulfato (SDS); este liga-se a maioria das proteínas em quantidades proporcionais ao peso molecular de cada proteína, geralmente uma molécula de SDS para dois resíduos de aminoácidos. Quando o SDS se liga as proteínas a conformação destas é alterada e a maioria adquire a mesma forma, por isso passam a ter a mesma relação entre carga elétrica e massa. Então a eletroforese na presença de SDS separa as proteínas quase que exclusivamente por seu peso molecular, sendo que os polipeptídeos menores migram mais rápido. Após a eletroforese as proteínas podem ser visualisadas com um corante como o Azul de Coomassie que se une a elas mas não ao gel.

· Eletroforese Bidimensional

É a combinação de dois métodos – a eletroforese em SDS e a focalização isoelétrica – em géis bidimensionais; conseguindo-se assim  a resolução de misturas complexas de proteínas. 

A focalização isoelétrica é um procedimento usado para determinar o ponto isoelétrico (pI) de uma proteína, estabelece-se um gradiente estável do pH no gel através da aplicação de um campo elétrico, então adiciona-se a solução proteica e o campo elétrico é reaplicado, e assim cada proteína migra até atingir o pH que é igual ao seu pI. 

A eletroforese bidimensional separa as proteínas de peso molecular idêntico, que diferem em seu pI, ou proteínas com pI similar, porém com peso molecular diferentes. Usa-se primeiramente a focalização isoelétrica, no sentido vertical (coluna) e depois a eletroforese com SDS no sentido horizontal (placa de gel); assim cada sentido indica uma diferença o pI ou o peso molecular.

· Eletroforese de DNA

É semelhante a eletroforese das proteínas, apoliacrilamida é freqüentemente usada como matriz do gel para DNAs curtos e a agarose é geralmente usada como matriz de géis para separação de DNAs maiores.

São feitas eletroforeses paralelas de fragmentos de DNA gerados por cada didesoxinucleotídeo que criam uma escada de bandas. Cada banda corresponde a uma população de fragmentos de DNA de um comprimento específico, produzido nas reações de seqüênciamento. A identidade da base em cada posição na seqüência é determinada a partir da raia onde uma banda é observada; a ordem das bandas lidas a partir do fundo do gel corresponde a seqüência de DNA.

Hoje o seqüenciamento do DNA está automatizado, usando uma variação do método descrito anteriormente (método de Sanger); o indicador usado para cada reação é marcado com um sinal fluorescente de cor diferente.

· Eletroforese para separação de topoisômeros

Topoisomerases são enzimas que aumentam ou diminuem o grau de subenrolamento do DNA. Os efeitos dessas enzimas podem ser demonstrados usando-se a eletroforese em gel de agarose. Usa-se moléculas de DNA que diferem no número de ligações. As moléculas de DNA superespiraladas são mais compactas e migram mais rápido que as moléculas de DNA relaxadas. Assim observa-se as alterações induzidas pelas topoisomerases.
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