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Introdução
Existem, na literatura científica, 

dados de caracterização molecular da 
hidrólise de isolados de proteínas de 
soja amarela por eletroforese em gel 
de poliacrilamida SDS-PAGE (Mora-
Escobedo et al., 2009). Entretanto, 
não foram encontrados, na literatura, 
resultados de parâmetros moleculares 
de caracterização peptídico-proteico na 
soja preta. A técnica eletroforética de 
SDS-PAGE permite a visualização de 
proteínas na faixa entre 19,2 e 200 kDa. 
No entanto, há uma limitação analítica 
para a identificação de bandas referentes 
a peptídeos menores, importante de 
serem estudadas em diferentes tipos 
de matrizes alimentares, como no caso 
da soja, seja ela preta ou amarela. 
Dessa forma, foi escolhida a técnica 

eletroforética tipo Tricina-SDS-PAGE, 
descrita por Schägger e Jagow 
(1987), que permite a visualização de 
peptídeos entre 10 kDa e 1 kDa. Esta 
técnica pode ser aplicada a todos os 
alimentos proteicos. Entretanto, se fazem 
necessárias ações diferenciadas de 
preparo de amostras. Os dois tipos de 
eletroforese exigem a obtenção de um 
extrato proteico purificado que permita a 
visualização de géis límpidos e ausentes 
de imagens distorcidas.

Stephan et al. (2013a) e Azevedo 
et al. (2019) mostraram a eficácia da 
utilização dessa técnica para estudo 
tanto da qualidade de pescado quanto 
para avaliação da formação de peptídeos 
durante o processamento térmico 
de alimentos e maturação de queijo 
produzido na região do Serro no Brasil, 
respectivamente. 
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Teve-se como objetivo, neste 
trabalho, implantar e adaptar a técnica 
de eletroforese Tricina-SDS-PAGE para 
estudo concomitante, num mesmo gel de 
poliacrilamida, de peptídeos e proteínas 
extraídos de farinha de soja preta ou 
amarela. Desta forma, é apresentada uma 
nova estratégia, simples e econômica, 
de extração da gordura de farinha de 
soja preta para obtenção de um extrato 
proteico semi-purificado.

Parte experimental
Foram analisadas três amostras de 

farinha de soja preta (linhagem BRM09-
50901 e duas adquiridas no comércio 
varejista do Rio de Janeiro). 

Dois tipos de técnica eletroforética 
foram utilizados neste estudo: o tipo 
SDS-PAGE 12% (Mora-Escobedo et 
al., 2009) e o tipo Tricina-SDS-PAGE 
(Schägger;  Jagow, 1987) utilizado para 
outras matrizes. O primeiro (SDS-PAGE) 
foi utilizado como base de dados para 
análise molecular e o método Tricina SDS-
PAGE para ser implantado e adaptado, 
visando à identificação concomitante de 
proteína e peptídeos de soja no mesmo 
gel de eletroforese. Neste trabalho, teve-
se como objetivo a caracterização do 
“fingerprint” peptídico e proteico apenas 
de soja preta.

Alguns parâmetros foram estudados 
visando estabelecer procedimentos 
mais adequados do ponto de vista 
econômico e ambiental, tais como: 
retirada de gordura das farinhas por um 

método rápido e econômico, agitando, 
durante 1 hora, 1 g de farinha e 10 mL 
de acetona; secagem das amostras em 
capela de exaustão de gases ao invés de 
liofilização e extração das proteínas com 
solubilização direta da farinha de soja 
desengordurada no próprio tampão de 
amostra da eletroforese. 

Mais detalhadamente, os 
procedimentos foram realizados 
seguindo as etapas mostradas na Figura 
1 e descritos a seguir: 1 g de farinha de 
soja foi colocado em 10 mL de acetona 
sob agitação durante 1 hora, visando 
a retirada da gordura. Os dois terços 
superiores do volume de acetona, 
contendo a gordura presente nas farinhas, 
foram retirados com pipeta Pasteur e o 
um terço inferior foi transferido para uma 
Centrífuga modelo Mini Spin (Eppendorf 
AG) e centrifugado durante cinco minutos 
a uma velocidade de 12.045 x g. Os 
precipitados obtidos foram deixados no 
próprio tubo Eppendorf, durante uma 
noite, em câmara de exaustão de gases, 
para total secagem e evaporação da 
acetona. A solubilização das proteínas 
purificadas foi feita diretamente no 
tampão de amostras da eletroforese. 
Foram utilizadas massas de 3 a 5 mg/mL 
de extratos proteicos desengordurados 
e purificados. Essas duas massas 
foram testadas de modo a verificar a 
concentração ideal a ser aplicada no 
gel. A solubilização desses extratos foi 
feita com 1 mL do tampão de amostra 
(pH 6,8 com 4% SDS, 12% glicerol, 
2% mercaptoetanol e 0,01% corante 
coomassie blue G250) e aplicados no gel 
(20 µL).
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Resultados
O gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), mostrado na Figura 2, e o gel 
da eletroforese Tricina-SDS-PAGE 
(Figura 3) retratam que o tratamento 
alternativo de obtenção de extratos 
desengordurados e purificados resultou 
na obtenção de géis límpidos, com 
cadeias polipeptídicas bem separadas. 

Resultados similares foram obtidos 
para as duas concentrações de extratos 
proteicos de soja preta, de 3 e 5 mg/
mL. Entretanto, a concentração de 5 
mg/mL mostrou-se melhor pelo fato 
de apresentar maior intensidade de 
coloração, tanto das bandas proteicas 
quanto das bandas peptídicas. 

Figura 1. Rota metodológica de extração das proteínas de soja, a partir de farinhas cruas. 
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Figura 2. Eletroforese do tipo SDS-PAGE, visando identificação de proteínas extraídas de três 
diferentes amostras de soja preta. Foram realizadas extrações de 3 mg/ mL e 5 mg/ mL (1 e 4, 
linhagem BRM09-50901 e 2, 3, 5 e 6, amostras comerciais).
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A utilização dos dois tipos de 
eletroforese (SDS-PAGE e Tricina-SDS-
PAGE) permitiu verificar a adequação 
do gel de Tricina-SDS-PAGE para 
caracterização concomitante de 
proteína e peptídeo. Apesar do objetivo 
do presente trabalho não ter sido 
caracterizar peptídeos de soja que 
possam ter atividade bioativa, tem-se 
como meta utilizar esta marcha analítica 

para futuros estudos de sequenciamento. 
Além disso, pretende-se fazer uma 
prospecção sobre possíveis novas 
proteínas e peptídeos de natureza 
endógena de soja. De uma forma 
sintética, da leitura visual dos géis foram 
observadas, nos dois géis, múltiplas 
bandas nas faixas moleculares entre 
103 e 17 kDa para SDS-PAGE (Figura 2) 
e múltiplas bandas acima de 26,7 para 

Figura 3. Eletroforese do tipo Tricina-SDS-PAGE, visando identificação de peptídeo e proteína 
extraídos de três diferentes amostras de soja preta. Foram realizadas extrações de 3 mg/mL e 5 
mg/mL (1 e 4, linhagem BRM09-50901 e 2, 3, 5 e 6, amostras comerciais).
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Tricina-SDS-PAGE (Figura 3). Duas 
bandas podem ser selecionadas como 
proteína e peptídeo de destaques. Elas 
se caracterizaram por se apresentarem 
bem distantes das demais e, portanto, 
fáceis de serem retiradas do gel para 
futuro sequenciamento (Figura 3). Pode-
se verificar que há uma banda isolada 
acima do padrão de 26,7 kDa no gel 
Tricina- SDS-PAGE (Figura 3) que não 
foi observada no gel de SDS-PAGE. 
Isto, certamente, pelo fato do percentual 
de acrilamida se diferenciar, 12% no 
SDS-PAGE e 4% no Tricina-SDS-
PAGE. De uma forma complementar, a 
técnica Tricina-SDS-PAGE permite que 
esta banda seja visualizada, mas não 
quantificada em relação ao valor da 
massa molecular. Estudos futuros serão 
realizados com padrões mais adequados. 
Quanto às frações peptídicas, destaca-
se a banda de 11 kDa, vista tanto no gel 
de SDS-PAGE (Figura 2) como no gel 
de Tricina SDS-PAGE (Figura 3). Esta 
banda, apesar da baixa intensidade de 
coloração na concentração da amostra 
de 3 mg/mL, mostra uma nitidez 
diferenciada para a concentração de 
5 mg/mL. Além disto, a técnica de 
Tricina SDS-PAGE se destacou pela 
possibilidade de economia de tempo 
e reagente de análise e também pelo 
preparo da amostra simplificado. Deve-
se ressaltar que a mesma estratégia de 
preparo de amostra pode também ser 
recomendada para quem tem interesse 
em usar a técnica de SDS-PAGE.

A etapa de desengorduramento foi um 
avanço importante no que diz respeito à 
clareza na identificação das bandas de 
proteínas quando comparada àquela 
utilizada com técnica eletroforética 
UREIA-PAGE (Stephan et al., 2013b). 
Esta técnica atual mostra-se promissora 
não só como uma estratégia simples de 
retirada de gordura das amostras, como 
também na possibilidade de utilização 
de microquantidades, tanto de reagentes 
como de amostras.

Conclusão
Essa nova estratégia metodológica 

apresentou vantagens diferenciais em 
aspectos relacionados à praticidade da 
técnica para extração de proteínas de 
farinhas de soja e à escolha da técnica 
eletroforética (Tricina-SDS-PAGE). Em 
um mesmo gel foi possível identificar 
proteínas acima de 100 kDa e peptídeos 
até 1 kDa, contendo visualizações 
límpidas e com bandas bem definidas. 
Estudos futuros de sequenciamento 
da banda referente ao peptídeo de 11 
kDa serão realizados visando obter 
parâmetros de avaliação de um possível 
novo peptídeo bioativo. A importância 
dos peptídeos na soja preta se dá 
na possibilidade dos mesmos terem 
atividade biológica.
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