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RESUMO

O sistema de eletroforese descontínuo contendo 
poliacrilamida e dodecil sulfato de sódio 
(SDS-PAGE) é utilizado para separar cadeias 
polipept²dicas para posterior an§lise do perý l 
protéico. No entanto, as metodologias para 
extração e separação das proteínas em sementes 
variam conforme a espécie vegetal e pouco 
se relata a respeito de proteínas de reserva em
Handroanthus albus. Desta forma, objetivou-se 
padronizar um método para extração e visualização 
do perý l prot®ico de sementes de Handroanthus 
albus. Testaram-se quatro metodologias em 
sistema de eletroforese SDS-PAGE, onde 
utilizou-se desde um tampão de extração simples, 
contendo apenas tris HCl, até um mais complexo 
com fortes antioxidantes. Realizaram-se, 
tamb®m, modiý ca»es na concentra«o dos g®is, 
no tampão de amostra e no tampão dos eletrodos 
visando nitidez na visualiza«o do perý l prot®ico. 
O método que permitiu a observação do melhor 
perý l prot®ico foi o que se baseou no uso de 1 
M de tris HCl pH 8,8 no tampão de extração e 
20% de glicerol; 1,73 mM de SDS; 1,54 mM 
tris-HCl-6,8; 0,036 mM azul de bromofenol e 
2% de ɓ-mercaptoetanol no tamp«o de amostra. 
O perý l prot®ico observado apresentou prote²nas 

com peso molecular entre 63 kDa a 25,6 kDa em 
gel separador de 15% e o concentrador a 3%. 
Tal padronização metodológica serve de base 
para futuros trabalhos que objetivem estudar o 
perý l prot®ico associado a determinados eventos 
metabólicos e ou bioquímicos em semente de H. 
albus.

PALAVRAS-CHAVE: SDS-PAGE, ipê, 
Tabebuia alba

SUMMARY

The discontinuous electrophoresis system 
containing polyacrilamide and sodium dodecyl 
sulphate (SDS-PAGE) is used to separate 
polypeptide chains for subsequent protein proý le 
analysis. However, the protein extraction and 
separation methods vary according to the vegetal 
species and little is reported about storage 
proteins in Handroanthus albus. Because of this, 
the objective of this work was to standardize a 
method of extracting and visualizing the protein 
proý le of Handroanthus albus seeds. Four 
methodologies were tested in the electrophoresis 
SDS-PAGE system, from a basic method, using 
a simple extraction buffer containing only 
Tris-HCl, to the most complex method with 
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strong antioxidants, were used. Also, various 
modiý cations were made to the gel concentration 
in the sample buffer and the electrode buffer, in 
order to obtain neatness in the visualization of the 
protein proý le. The method which allowed the 
best visualization of the protein proý le was the 
one based on the use of 1 M of tris-HCl pH 8.8 
in the extraction buffer and 20% glycerol; 1.73 
mM of SDS; 1.54 mM tris-HCl-6.8; 0.036 mM 
bromophenol blue and 2% of ɓ-mercaptoetanol 
in the sample buffer. The protein proý le observed 
showed proteins with a molecular weight between 
63 kDa and 25.6 kDa in separating gel 15% 
and the concentrator at 3%. Such methodology 
standardization serves as a basis for future works 
which have the objective of studying the protein 
proý le associated with certain metabolic and or 
biochemical events in H. albus seed.
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INTRODUÇÃO

A eletroforese vem sendo utilizada no 
estudo de proteínas e isoenzimas com relação às 
mudanas na qualidade ý siol·gica de sementes, 
e também nas regulações gênica, bioquímica e 
ontogênica, entre outros (ISTA, 1992). 

Durante a eletroforese, as moléculas com 
carga negativa migram para o pólo positivo, 
e moléculas com carga positiva migram 
para pólo negativo, em resposta a um campo 
elétrico. Geralmente, o sistema de eletroforese 
utilizado para análises protéicas é o sistema 
SDS-PAGE. Nesse sistema, utiliza-se gel de 
poliacrilamida (PAGE), que é formado por 
copolimerização de acrilamida e Bis-acrilamida 
(Bis) na presença de persulfato de amônia (APS), 
tetrametiletilenodiamina (temed) e dodecil sulfato 
de sódio (SDS), o qual auxilia neste processo. 
Basicamente, a proteína é extraída em tampão 
com controle de pH, desnaturada por aquecimento 
na presença de 2-mercaptoetanol ou ditiotreitol 
(DTT), que rompe as ligações dissulfeto, e os 
polipeptídios adquirem a carga negativa do SDS 
(BRAMMER, 2001), permitindo a separação 
das proteínas em função do seu peso molecular 

(ALFENAS et al.,1998).
No caso das análises de proteínas de sementes 

þ orestais, n«o foge a regra, primeiramente realiza-
se a extração das proteínas por meio da maceração 
da semente em presença de um tampão para 
eliminar os compostos fenólicos, seguido pela 
separação das proteínas em SDS-PAGE, o qual é 
composto por dois géis, um de maior porosidade 
(gel empilhador) para um menos poroso (gel 
separador). O diâmetro dos poros nos géis depende 
da concentração de acrilamida e Bis, normalmente 
de 3 – 6 % gel empilhador e 10 – 15% gel separador 
(ALFENAS, 1998; NERY, 2005).

A espécie Handroanthus albus, conhecida 
como ipê-amarelo, tem sido utilizada na 
arborização urbana para reposição de matas 
ciliares e com ý ns medicinais (CARVALHO, 
2003). A propagação do gênero Handroanthus 
ocorre, principalmente, por sementes 
(CARVALHO, 1994), que apresentam variação 
gênica e por consequente variação na qualidade 
destas sementes logo após a colheita e durante o 
armazenamento. 

Após a colheita, tanto durante o 
armazenamento, como após envelhecimento 
acelerado, as sementes podem apresentar 
altera»es ý siol·gicas, como forma«o de 
compostos químicos e alterações nas proteínas 
armazenadas na semente (DELL’AQUILA e  
SPADA, 1994; BETTEY e FINCH-SAVAGE, 
1998; DELL’AQUILA e Di TURI, 1999; 
KOROTAEVA et al., 2001; ALNIEMI e STOUT, 
2002; GASHAW e MICHELSEN, 2002; SUN et 
al., 2002), o que pode favorecer o processo de 
envelhecimento.

No entanto, as metodologias citadas, 
tanto para extração como para separação das 
proteínas, variam conforme cada espécie vegetal 
(ALFENAS et al., 1991). Particularmente para o 
gênero Handroanthus, existem poucos relatos na 
literatura sobre a extração das proteínas e análise 
em gel (SDS-PAGE). Portanto, objetivou-se com 
este trabalho padronizar metodologia para extração 
e separação das proteínas em gel desnaturante 
(SDS-PAGE) para a espécie Handroanthus albus.
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MATERIAL E MÉTODOS

O trabalho foi realizado no Laboratório de 
Análises Genéticas da Universidade do Estado de 
Santa Catarina, campus de Lages, SC. Os frutos 
de H. albus foram coletados diretamente de três 
árvores-matriz, com auxílio de podão, no início 
da deisc°ncia. A extra«o e o beneý ciamento 
das sementes foram realizados manualmente, 
retirando-se as sementes visualmente daniý cadas. 
As sementes foram secas a temperatura ambiente 
por dois dias, e em seguida armazenadas em 
câmara seca (±8ºC e UR ±40%). 

O ensaio foi conduzido de quatro maneiras 
distintas, os quais diferiram na forma de 
extração das proteínas, no tampão de amostra, 
na composição e concentração do gel ou na 
composição do tanque dos eletrodos. 

No primeiro método (M1) utilizou-se 100 
mg de sementes moídas na presença de nitrogênio 
l²quido, colocadas em microtubos com 1600 ÕL 

de tampão de extração e agitados em vortex. 
No método 2 (M2), 125 mg de sementes foram 
maceradas com 2 mL de tampão de extração e 
0,01 mM de Polivinilpolipirolidona (PVPP). Já 
no método 3 (M3), 80 mg de sementes foram 
maceradas com 1 mL de tampão de extração. 
Para o método 4 (M4), 125 mg de sementes foram 
maceradas com 2 mL do tampão de extração 
(Tabela 1).

 Em todos os métodos, após a maceração, 
as amostras foram centrifugadas por 15000 g por 
20 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido 
para microtubos. Utilizou-se 30 Õg de prote²na na 
proporção 1:1 com o tampão da amostra e, antes 
de serem aplicadas no gel, foram fervidas por 5 
minutos. A corrida eletroforética foi realizada a 
70 V, por cerca de 15 horas (Tabela 2).

 Para M1, os géis foram corados em 
solução com 50 % etanol, 10 % ácido acético, 
40 % água destilada e azul brilhante-de-comassie 
0,05%, durante 18 horas e descorados em solução 

Tabela 1 – Composição do tampão de extração e do tampão de amostra das quatro metodologias 
testadas.

Método Tampão de extração Tampão da Amostra Referência
1 50 mM tris-HCl - pH 7,5 25% de glicerol Nery (2005)

500 mM NaCl 1,60 mM de SDS
5mM MgCl2 0,30 mM de azul bromofenol
1mM PMSF Completar o volume para 20 mL do tampão deextração

2 0,6173 M tris-HCl pH 6,8 20% de glicerol Alfenas  (1998)
1,73 mM de SDS 
1,54 mM de tris HCl pH 6,8
0,036 mM de azul-de-bromofenol

‘ 2% de  ß-mercaptoetanol 
3 0,034 M de fosfato de sódio bibásico

Idem método 2

Alfenas (1998)
0,2 M de sacarose
2,56%  de PVP – 40 
3 mM de DTT
5,7 mM de L-ácido ascórbico
5,8 mM DIECA 
(dietilditiocarbamato de sódio)
2,6 mM de bissulý to de s·dio
2,5 mM de borato de sódio
0,2% ß-mercaptoetanol 
1% de polietilenoglicol – 6000
Completar o volume para 
100 mL água destilada

4 1 M tris-HCl pH 8,8 Ídem método 2  
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de ácido acético 10%, etanol 50% e água destilada 
40% (Tabela 2). 

 A coloração dos géis para os métodos M2, 
M3 e M4 foi realizada com o uso de solução 
ý xadora (45 % de metanol, 10% de §cido ac®tico 
e 45% de água destilada) contendo 0,1% de azul-
brilhante-de-comassie por 12 horas a temperatura 
ambiente. Posteriormente, foram descorados com 
a mesma solu«o ý xadora na aus°ncia do corante.

A análise das bandas das frações protéicas 
foi qualitativa, e foram identiý cadas, visualmente, 
a presença ou ausência de bandas e o aumento ou 
diminuição na intensidade destas, nos diferentes 
métodos testados.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Depois de realizadas as análises, observou-
se que o M1 n«o foi eý ciente na obten«o do 
perý l prot®ico (Figura 1), o que pode estar 

associado ao tampão de amostra que não contém  
ɓ-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT), visto 
que ambos auxiliam no rompimento das ligações 
dissulfídricas e evitam a oxidação das amostras 
(ALFENAS, 1998). Resultados semelhantes 
foram observados por Nery (2005) em sementes 
de H. serratifolius, sendo observada a presença de 
proteínas resistente ao calor apenas em sementes 
de soja, a qual foi utilizada como controle nesse 
estudo, o que reforça a hipótese de que em função 
da espécie pode ter ou não êxito metodológico. 

O M2 foi mais eý ciente que o M1, pois 
se observou bandas protéicas com 116 kDa, 
26,3 kDa e 12,9 kDa, mas de baixa resolução, 
pouco nítidas, difusas e com manchas de arraste, 
indicando degradação protéica. Este padrão 
de bandeamento pode ser explicado devido a 
ineý ci°ncias dos componentes presentes tanto no 
tampão de extração como no tampão de amostras 
(ALFENAS, 1998). Em função da degradação 

Tabela 2 – Composição do gel empilhador, gel separador e do tanque dos eletrodos das quatro 
metodologias testadas.

Método Gel empilhador Gel separador Tanque dos eletrodos

1

0,12 M de tris-HCl - pH 6,8 0,63 M de tris-HCl - pH 8,8 0,052 M de tris-HCl
6% bis acrilamida 12,5% bis acrilamida 0,053 M de glicina
0,013 mM de APS 0,066 mM de APS 3,47 mM de SDS
0,21% de temed 0,08% de temed
0,14 mM de SDS 0,14 mM de SDS
Completar o volume para 10,5 mL Completar o volume para 30 mL

2

0,06 M de tris-HCl - pH 6,8 0,38 M de tris-HCl - pH 8,9 Ídem método 1
4% bis acrilamida 10% bis acrilamida
0,022 mM de APS 0,044 mM de APS
0,66% de temed 0,33% de temed
0,035 mM de SDS 0,07 mM de SDS
Completar o volume para 15 mL Completar o volume para 30 mL

3 Ídem método 2 Idem método 2 Idem método 1

4 0,125 M de tris-HCl - pH 6,8 0,45 M de tris-HCl - pH 8,8 0,192 M de glicina
3% bis acrilamida 15% bis acrilamida 0,025 M de tris-HCl
0,07 mM de persulfato de amônia 0,105 mM de persulfato de amõnia 5 mM EDTA - pH 8,8
0,13% de temed 0,13% de temed 8,7 mM de SDS
0,104 mM de SDS 0,14 mM de SDS
2,5 mM de EDTA 2,58 mM de EDTA 

 Completar o volume para 15 mL Completar o volume para 31 mL  
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das proteínas, adicionou-se o PVPP (forte 
antioxidante) para realização da extração das 
prote²nas, por®m n«o houve diferena no perý l 
protéico (Figura 2), o que foi um indício de que 
a composição do tampão de extração deveria ser 
modiý cada.   

Figura 1 - Perý l eletrofor®tico de prote²nas de reserva de 
sementes de Handroanthus albus em gel de poliacrilamida 
SDS-PAGE, em função do uso do método 1 (M1).

Por conseguinte, testou-se um tampão de 
extra«o mais complexo (M3) com a ý nalidade 
de assegurar a nitidez das bandas protéicas das 
amostras, com fortes antioxidantes e elevado 
poder tamponamento para pH 8,8. No entanto, 
o M3 tamb®m n«o foi eý ciente, n«o sendo 
observada diferença em relação ao M2. Foram 
observadas um menor número de bandas, apenas 
numa faixa de aproximadamente 65 kDa (Figura 
3), indicando que o uso da composição mais 
complexa do tamp«o de extra«o n«o foi eý ciente 
na observa«o do perý l prot®ico.

Em função de todos os testes previamente 
realizados, levantou-se a hipótese de que o uso 
de tris-HCl em concentração mais elevada (1 M 
e o pH 8,8) no tampão de extração, associado 
ao uma concentração de poliacrilamida mais 
elevada (15%) e a presença de glicina em maior 

Figura 2 - Perý l eletrofor®tico de prote²nas de reserva de 
sementes de Handroanthus albus em gel de poliacrilamida 
SDS-PAGE, em função do uso do método 02 (M2).

Figura 3 - Perý l eletrofor®tico de prote²nas de reserva de 
sementes de Handroanthus albus em gel de poliacrilamida 
SDS-PAGE, em função do uso do método 03 (M3). P: 
padrão de peso molecular (6,5 a 116,2 kDa); R1: repetição 
1; R2: repetição 2; R3: repetição 3; R4: repetição 4.
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análise das proteínas em pós-colheita para a 
espécie H. albus. Como por exemplo, estudos 
do perý l prot®ico associado a altera»es no vigor 
das sementes, em função de estresses biótico 
e abióticos, ou ainda, estudos do processo de 
germinação e de armazenamento desta espécie.

CONCLUSÕES

Para extração e separação de proteínas 
de sementes de H. albus a metodologia mais 
indicada foi a que baseou-se no uso do tampão 
de extração com 1 M tris HCl-8,8, no  tampão 
de amostra 20% de glicerol; 1,73 mM SDS; 1,54 
mM tris-HCl-6,8; 0,036 mM azul de bromofenol; 
2% de ɓ-mercaptoetanol, o gel separador a 15% 
e concentrador a 3% e tampão dos eletrodos 
contendo 0,025 M de tris-HCl; 0,192 M de 
glicina, 5 mM de EDTA e 8,7 mM de SDS.
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