B.3.2 Eletroforese

A eletroforese é considerada a principal técnica de separacdo molecular num laboratério atual de biologia celular.
Trata-se de uma poderosa técnica, razoavelmente simples e de baixo custo, pelo que se tornou muito utilizada.
A eletroforese aplica-se em bioquimica na separacdo de compostos com carga elétrica (aminoacidos, péptidos,
proteinas, acidos nucleicos) que depende do pH do meio em que se encontram. Esta técnica é muito util na
area forense, jd que se usa para estabelecer relagdes de parentesco (teste de paternidade, por exemplo), para
encontrar pessoas desaparecidas e para identificar criminosos e suas vitimas através de particulas dos respetivos

tecidos ou fluidos (saliva, sangue, cabelo, pele...) em locais de crime.

3.2.1. O principio da eletroforese

A eletroforese é o movimento de particulas , Campo Elétrico
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Figura 13 — Esquema de equilibrio de forgas em eletroforese.

para um elétrodo positivo (Fig 13).

As particulas coloidais suspensas tém carga elétrica
superficial, fortemente dependente das espécies
adsorvidas a sua superficie. Um campo elétrico externo exerce uma forca eletrostatica sobre estas particulas coloidais.
Durante a eletroforese, a forca, provocada pelo campo elétrico externo, opGe-se a forcas de friccdo entre a particula e
o fluido. Quando se igualam, a particula coloidal que ja estava em movimento, continua o0 movimento com velocidade
constante. A velocidade de migracdo é constante e depende da massa e da carga da particula, ou seja, de um equilibrio

de forcas que também tem em conta o retardamento por friccdo entre a amostra e o meio circundante (Fig. 13).

No fim da separagdo, as proteinas podem ser detetadas como bandas localizadas em diferentes posi¢cdes do
fluido. Este pode ser constituido por diferentes materiais, incluindo papel, acetato de celulose ou géis feitos de
poliacrilamida (polimero sintético), agarose (também conhecido por agar-agar) ou amido (polimeros naturais).

O avanco da frente pode seguir-se por observacdo com radiacdes UV, assim como a revelacdo do eletroforama.

A figura 14 ilustra alguns aspetos técnicos da eletroforese.

Figura 14 — Colocagdo de amostras de ADN em gel de agarose com uma pipeta multicanal (A); eletroforama revelado por radiagdes UV (B).
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3.2.2 O ADN e a identificacdo genética

As técnicas da engenharia genética permitem identificar pessoas pela andlise das suas moléculas de ADN (acido
desoxirribonucleico, DNA em inglés), a substancia que constitui os genes. Com exce¢do dos gémeos verdadeiros,

cada pessoa possui um conjunto de genes e, portanto, de moléculas de ADN, Unico.

O processo mais simples para caracterizar o ADN consiste em cortar as suas moléculas utilizando as chamadas
enzimas de restricao e analisando, em seguida, o tamanho dos fragmentos que se formaram. Uma enzima de
restricdo corta a molécula de ADN em pontos especificos, somente onde ocorre determinada sequéncia de bases
nitrogenadas. Como cada pessoa tem sequéncias tipicas de bases nitrogenadas, o nimero e o tamanho dos

fragmentos obtidos pelo corte enzimatico permitem caracterizar o seu ADN.

O tamanho dos fragmentos obtidos, apds o corte enzimatico, é determinado pela técnica de eletroforese. A mistura
de fragmentos de ADN é aplicada numa camada de gel e submetida a um campo elétrico. Nessas condi¢des, os

fragmentos movem-se com velocidades proporcionais ao seu tamanho, os menores mais rapidamente que os maiores.

Quando se desliga o campo elétrico, fragmentos com tamanhos iguais ficam na mesma posicdo do gel, formando
uma faixa. O padrao de faixas que se obtém é caracteristico para cada pessoa, correspondendo a sua «impressao

digital» genética. Trata-se de um eletroforama.

As relagGes de parentesco podem ser determinadas por técnicas de eletroforese. A figura 15 mostra as partes mais

importantes para identificar ADN, obtidas por eletroforese de ADN de uma familia: mae, pai e quatro filhos A, B, Ce D.
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Figura 15 — Eletroforamas de mae, pai e quatro filhos.

Algumas bandas maternas (azuis) e paternas (vermelhas) surgem no eletroforama dos filhos A e B. Ja C tem
bandas azuis da mae a ndo tem bandas vermelhas do pai; o seu ADN paterno ndo é do pai de A e de B, mas é de
outro individuo. O filho D poderia ser adotivo, ja que tanto o seu ADN materno quanto o paterno sdo de outros

pessoas diferentes de mae e pai identificados nos eletroforamas (Fig. 15).

C Atividade T b

// Consultar os sitios da Internet para ver a realizagdo de uma eletroforese de gel.

ﬂ http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/gel/

http://www.dnalc.org/resources/animations/gelelectrophoresis.html

N
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B.3.3 Separacgao e identificacdo de componentes de uma mistura

A cromatografia em papel é a técnica de cromatografia mais basica. Para se obter os melhores resultados é

necessario ter em conta determinados procedimentos que se descrevem a seguir, detalhadamente.

1. O papel a usar deve ser poroso. Existe papel préprio para [

cromatografia, mas pode usar-se papel de filtro. O papel ndo

deve ser vincado. Dever ser cortado (e ndo rasgado!) em tiras ou

retdngulos. Depois, a cerca de 1 cm da extremidade inferior do

papel, deve marcar-se levemente com um lapis a linha de base

(Fig. 16). Figura 16 — Marcacao da linha de base.
2. Asamostras em estudo devem ser aplicadas sobre a linha de base. Se aamostra for sélida, deve ser previamente

dissolvida, de modo a obter uma solugao muito concentrada.

Aplica-se uma pequena gota de amostra com um tubo capilar (tubo de vidro muito fino). Ndo havendo tubo capilar
pode usar-se um palito, ou uma palhinha (oca) muito fina. Deixa-se secar a gota e repete-se a aplicacdo até obter

uma mancha forte. As manchas devem ficar com distancia igual entre si e das extremidades da linha de base

3. Adgua, o alcool etilico e a acetona sdo muito usados como eluentes, pois tém afinidade para espécies quimicas
hidrofilicas. Existem muitos outros eluentes, por exemplo para separar espécies hidrofébicas, como o hexano. As

misturas de liquidos permitem ajustar a afinidade do eluente para determinadas espécies quimicas.

4. O eluente é colocado no fundo da camara cromatografica, isto é, no recipiente onde se vai desenvolver a
cromatografia. Depois, coloca-se o papel, de modo que a linha de base ndo fique mergulhada no eluente. A
camara cromatografica deve ser sempre tapada, para que a cromatografia decorra num ambiente saturado pelo

vapor de eluente, que se vai evaporando (Fig. 17).

O eluente comeca entdo a subir no papel, arrastando com ele parte dos componentes da amostra que foi
colocada na linha de base. Quando a frente do solvente alcanca a extremidade superior do papel, retira-se o

cromatograma (resultado final da cromatografia), marca-se com um lapis a frente de solvente e seca-se.

H E—

Figura 17 — Evolugdo da cromatografia: eluicdo.
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Atividade Laboratorial 7

Separagdo e identificagdo de pigmentos em tintas

Objetivo: Separar componentes de varias tintas pretas por cromatografia; comparar os cromatogramas obtidos
para verificar se as tintas tém a mesma composicdo.

- Camara cromatografica com tampa ou copo de

precipitacdo e vidro de relégio - Canetas de tinta preta diferentes
- Lapis - Eluente (agua e etanol 4:1)

- Papel para cromatografia ou papel de filtro - Papel absorvente

- Tesoura

Procedimento
1. Corta o papel para obteres um retangulo que caiba na camara cromatogréfica.

2. Traga a lapis a linha de base a 1,5 cm da extremidade do papel.

3. Utiliza trés canetas de tinta preta diferentes para aplicar pequenos pontos de tinta na linha de base. Identifica-os
a lapis com as letras A, Be C.

4. Coloca o eluente na camara cromatografica até cerca de 1 cm de altura.
5. Coloca o papel dentro da camara de modo que a linha de base ndo mergulhe no eluente.

6. Deixa subir a frente de solvente até que ocorra separagdo dos componentes da tinta (no minimo durante 20
minutos ou até que a frente do solvente fique a 1 cm da parte superior do papel).

7. Retira o cromatograma da camara, marca a posi¢do da frente de solvente com o lapis e seca o cromatograma
com um pouco de papel absorvente.

o \

1 2 3 4 5 6 7

Interpretagao
1. Compara o tamanho, a cor, a forma e a posigdo de cada uma das manchas.
2. Contorna cada mancha com o lapis e marca o seu centro.

3. Calcula o fator de retencao, Ro de cada uma das manchas.

Discussao
1. Pode afirmar-se que a tinta de diferentes canetas tem a mesma composi¢dao qualitativa?
2. Pode tirar-se alguma conclusdo relativamente a composi¢do quantitativa das tintas?

3. Compara os resultados do teu grupo com os resultados de outros grupos, para responderes as seguintes
perguntas:

- A mesma caneta deu origem a cromatogramas idénticos?

- Os fatores de retengdo dos componentes sdo idénticos?
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L 1. Considera as seguintes férmulas de compostos:

s I 4 "\
7\ c n—c’/ c=o0
H H /\ \ /
H H H O—H H

a) Indica, justificando, em qual ou quais dos compostos haverd ligagdes por pontes de hidrogénio.
b) Indica em qual ou quais dos compostos predominarao ligages do tipo dipolo permanente-dipolo permanente.

2. Seleciona a alternativa que te permite completar corretamente a frase: A temperatura de 25°C e & presséo de 1 atm,
a substdncia H.S € gasosa, enquanto a substdncia H,0 pode existir no estado liquido, porque...

(A) ...a massa molar de H,O € inferior a massa molar de H_S.

(B) ...0 angulo de ligagdo em H,0 é superior ao angulo de ligagdo em H.S.

(C) ...as forgas intermoleculares em H,O sdo mais intensas do que em H_S.

(D) ...as moléculas de H_S sdo maiores que as moléculas de H,0.

Exame nacional, Portugal - Adaptado

3. Considera as férmulas seguintes: I - CH,COOH II-Na,so, II-CH, IV -Br, V-1
a) Indica um composto que estabelece ligagdes de hidrogénio com a agua.

b) Indica um composto idénico que se dissolve em dgua formando ligagdo ido-dipolo.

c) Indica uma substancia que seja sélida, a temperatura ambiente, devido a for¢as de dispersdo de London.

2

4. Considera os compostos etano, propano e propanol. Indica, justificando, qual deles terd maior ponto de ebuli¢do.

5. A propanona, o etanol e o buteno sdo compostos com massas moleculares semelhantes, e cujos pontos de
ebuli¢do, a pressdo normal, sdo, respectivamente, 56 °C, 78 °C e 0 °C. Justifica esta diferenga em fungdo da estrutura
destes compostos.

Exame nacional, Portugal - Adaptado
6. Considera as substancias cujas férmulas moleculares sdo H,, I, e HI.
a) Em quais destas substancias as ligacGes intermoleculares apenas se devem a forcas de dispersdo de London?
b) Qual destas substancias sera mais soluvel em dgua?

7. Considera a informagéo da tabela seguinte:

Férmula molecular Ponto de fusdo a 1 atm / °C | Ponto de ebullgao alatm/°C

lodo

Bromo

a) Indica os estados fisicos das substancias elementares cloro, bromo e iodo, a temperatura de 25 °Ce a 1 atm.

b) As ligagGes intermoleculares nas trés substancias sdo do tipo ...

(A) ... dipolo permanente - dipolo induzido. (B) ... forgas de dispersdo de London.

(C) ... pontes de hidrogénio. (D) ... dipolo permanente - dipolo permanente.

c) Ordena as substancias cloro, bromo e iodo por ordem crescente de intensidade das respetivas interagoes
intermoleculares.

8. Considera os alcanos de cadeia ndo ramificada, de formulas moleculares: I-CH, I-CH, -cH,

Faz a correspondéncia com os seguintes valores de pontos de ebuligdo: +36°C ; +81°C ; -0,5°C

9. Explica com base em ligagdes intermoleculares a elevada solubilidade do iodo em tetracloreto de carbono e a sua
pequena solubilidade em agua.

10. O metanol, CH,OH, é um liquido muito soldvel em dgua. Justifica esta afirmacdo.

11. Considera as substancias representadas pelas formulas seguintes: |- CH~CH, Il-CH,—CH-OH Il - CH,—O—CH,
As forgas intermoleculares predominantes em cada uma dessas substancias sdo, respetivamente ...
(A) ... ligagGes de hidrogénio; de London; dipolo-dipolo.  (B) ... de London; dipolo-dipolo; ligagdo de hidrogénio.
k (C) ... de London; ligagdo de hidrogénio; dipolo-dipolo. (D) ... dipolo-dipolo; ligagdo de hidrogénio; de London. /
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12. Uma das propriedades que determina a maior ou menor concentragdo de uma vitamina na urina é a sua
solubilidade em agua.

H,C_ CH, CH, CH, OH
S g OH 00 OH
Vitamina A Vitamina C i
CH, ponto de fusdo = 62 °C HO OH ponto de fusdo = 193 °C

a) Qual das vitaminas representadas é mais facilmente eliminada na urina? Justifica.
b) O ponto de fusdo da vitamina C é superior ao da vitamina A. Indica uma justificagdo para este facto.
Fuvest-SP, Brasil - Adaptado

13. Considera as interagdes entre moléculas representadas:

1-CCl, ...l N-HBr....Hl Ill-CH,0H...H,0

As forgas intermoleculares predominantes em cada caso sdo, respectivamente ...
(A) ... dipolo induzido, dipolos permanentes, pontes de hidrogénio.

(B) ... dipolo induzido, pontes de hidrogénio, dipolos permanentes.

(C) ... pontes de hidrogénio, dipolos induzidos, dipolos permanentes.

(D) ... pontes de hidrogénio, dipolos permanentes, dipolo induzido.

14. A figura mostra o resultado de uma cromatografia em camada fina (TLC),
de aminoacidos. Usou-se uma fina camada de alumina colocada sobre uma
placa de vidro e, como eluente, uma mistura de butanol, amoniaco e agua a
nas proporgoes 9:2:3.

a) Quantas amostras foram originalmente usadas nesta cromatografia? 3
Quantos aminoacidos foram detetados?

b) As diferentes amostras poderdo ter algum aminodcido em comum?
Justifica. 4. 2 .
c) Que volumes de butanol, amoniaco e dgua se devem misturar para preparar
200 mL de eluente para realizar esta cromatografia? ] '
d) Calcula o fator de retencgdo,Rf, para cada um dos componentes identificados.

15. Um homem (H) recusa a paternidade de quatro filhos (F1, F2, F3 e F4) de uma mulher (M). Para resolver o caso,
foram solicitados exames de ADN e o resultado estd representado na figura ao lado.

H . ]

M ¢ e

F1 ] (]
F2 . e

B @ ¢

F4 (] ]

a) Como se chama a técnica analitica que esta na base destes testes?
b) Qual das amostras tem o fragmento molecular que percorreu maior distancia?
¢) Que conclusdo se pode tirar quanto a paternidade e maternidade dos quatro filhos?

*Nota: Nas questdes de escolha muiltipla, deves selecionar a opgdo correta, exceto se te for pedido outro tipo de resposta.
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