Trabalho 2

Separação de compostos biológicos por cromatografia

· Cromatografia de filtração em gel

1- a primeira cor observada na coluna de Sephadex foi o castanho, que se deveu á presença de metahemoglobina, esta surge da reacçãoentre a oxihemoglobina com o ferricianeto de potassio.

Após a adição do ditionito de sódio surge uma cor purpura, o que induz a presença de deoxihemoglobina , que se obtem por redução da metahemoglobina por tratamento com o  ditionito de sódio.

Á medida que oa proteina precorria o gel, foi contactando com o oxigénio molecular que aí se encontra, dando origem á oxihemoglobina, de cor vermelho.

Desde o inicio da inserção da proteina na coluna foi-se destinguindo tambem uma nítida fase amarela, que interpretamos como sendo devido á presença de pferricianeto de potássio.

2- a hemoglobina possui um peso molecular de 64500, enquanto que o peso molecular do ferriciano é de 329.

No processo de filtração molecular foi tilizado o sephadex, um gel que separa moléculas com P.M. compreendido entre os 1500 e 30000. durante o processo de filtração obteve-se um primeiro volume correspondente á hemoglobina, de 6,6 ml, enquanto que o segundo volume, de ferricianeto obtido foi de 22 ml.

Tendo a hemoglobina um P.M. que excede o limite superior de exclusão do sephadex, ela não entra nos poros e elui em primeiro lugar . assim o volume de 6,6 ml obtido corresponde ao Vo.

O ferricianeto possui um P.M. dentro do intrevalo de exclusão pos poros, eluindo em 2º lugar, após a eluição da hemoglobina. O volume de ferricianeto obtido de 22ml corresponde então ao volume eluido, logo da analogia dada no protocolo em que: 

                     Ve(ferricianeto)= Vo+Vi  logo;

                             22ml=6,6ml + Vi

                              Vi= 15,4ml

Cromatografia de permuta iónica

1- a primeira proteina a diluir apresenta uma tonalidade vermelha, enquanto que a segunda proteina eluida tem cor esverdeada. A proteina vermelha não reagiu enquanto que a proteina verde originou bolhas de ar quando lhe adicionamos água oxigenada , portanto deduzimos que estava presente a catalase na solução. Assim sendo a primeira proteina, que não reagiu, tambem por ser vermelha, corresponderia ao citocromo c.

Da observação do gráfico da absorvância verifica-se que a curva toma valores ascendentes, isto porque se aumenta a concentração da proteina á medida que se elui, seguida de valores descendentes de absorvancia, porque a cor vermelha perdeu a intensidade. A segunda curva, de valor mais acentuado corresponde á catalase. O pH do tampão A encontra-se na forma aniónica, ficando a catalase agarrada á resina, eluindo-se assim o citocromo c em primeiro lugar. O tampão B é uma solução salina e promove a competição das suas proteinas de sal, com as moléculas de catalase, para as cargas positivas da resina.

A primeira fracção eluida surge mais concentrada uma vez que, devido á adição de pequenas quantidades de tampão, as poucas moléculas de catalase que se conseguem dissociar da resina surgem ainda pouco diluidas.á medida que vamos adicionando o tampão B, para além das moléculas desde que se unem á resina, outras vão diluir a catalase ocorrendo o decréscimo da concentração da proteina.

2- após a observação dos gráficos, distinguimos dois espectros diferentes, indicadores de duas proteinas distintas, a cada proteina corresponde um espectri específico, pois absorve de forma diferente os comprimentos de onda visiveis dada a sua estrutura unica. Nesse sentido podemos constatar que a separação foi eficiente.
