S
Xl Semq.na Cien_tifica J(‘f?/ﬁ;,ﬁe
Johanna Dobereiner 7= ¢

Mudangas climaticas, e
desastres naturais / ot

e prevencao de riscos N

17 a 21 de outubro de 2011

Biologia Molecular, Biotecnologia e Biosseguranga

Categoria: Iniciacéo Cientifica

Extracdo de proteinas presentes em sobrenadante de meio de cultivo para
analise de exoproteoma de bactérias fixadoras de nitrogénio
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Um proteoma é constituido por todas as proteinas expressas por um genoma e sua caracterizacao é
importante fonte de investigacdo sobre associacdes funcionais das mesmas. Uma das grandes
dificuldades, no estudo de proteomas, é a limitacdo de técnicas capazes de permitir a solubilizacéo de
proteinas extremamente hidrofébicas, a obtencdo de material em quantidade suficiente para sua
caracterizacdo e, no caso de proteinas secretadas, a presenca de contaminantes, que interferem em
analises por eletroforese bidimensional (2D). O objetivo deste trabalho é estabelecer uma metodologia
eficiente para extrair exoproteinas de estirpe selvagem e de estirpes mutantes de Gluconacetobacter
diazotrophicus, essenciais para a caracterizacdo de proteinas ainda desconhecidas, de diferentes
categorias funcionais, as quais sdo expressas a partir de informacdo presente no genoma desse
microrganismo. O protocolo aplicado consistiu em extracdo de fase aquosa do sobrenadante com
fenol. Apds centrifugacdo, a fase superior foi retirada e os componentes presentes foram precipitados
com solugdo de acetato de amonio em metanol. O precipitado foi submetido a lavagens sucessivas,
com solugdo gelada de metanol e acetona contendo DTT para remocdo de sais. Os extratos obtidos
foram quantificados por Bradford e analisados em gel unidimensional, e apresentaram bandas de
proteinas em quantidade detectavel por coloragdo com Coomassie e prata. A anélise das amostras
por 2D ocorreu sem interferéncia de contaminantes, durante a isoeletrofocalizacdo, indicando que o

procedimento testado foi eficiente para a analise.
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