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Medida pelos mais variados parametros, € inconteste a expansao das informacdes
cientificas produzidas nas Ultimas décadas. Em particular, a Bioquimica atravessa um
periodo de aumento exponencial de conhecimentos.

Muitos desses conhecimentos tém sido aplicados, com uma velocidade e uma
eficiéncia sem precedentes, na melhoria das condi¢cdes de vida e bem-estar dos seres
humanos. A salde publica, a producao de alimentos, as matrizes energéticas, o cuidado
com o meio ambiente e inUmeros outros setores da vida social tém sido beneficiados pelo
continuo fluxo das informacdes originadas nos laboratérios de pesquisa.

Para os profissionais envolvidos no ensino de Bioquimica, o crescimento vertiginoso
dessa area agravou um croénico paradoxo curricular: 0 aumento do volume de informagbes
e a manutencéo do tempo destinado ao seu ensino.

Uma consequéncia perceptivel desse conflito é a reducado das atividades praticas
de muitas disciplinas, em franca contradicdo com o fato de ser a Bioquimica uma ciéncia
experimental. As atividades praticas de laboratério precisam, por isso, ser criteriosamente
escolhidas para cumprir seu papel educativo.

A selecédo dos experimentos de Bioquimica passa agora a ter um suporte valioso:
trés docentes da Universidade Federal de S&o Joao del Rei e um docente da Universidade
Estadual de Minas Gerais, auxiliados por seus estudantes, reuniram, em um e-book,
Praticas em Bioquimica Analitica, um conjunto de experimentos testados, aplicados
rotineiramente e minuciosamente descritos.

Cada experimento ou médulo é iniciado com uma introducéo teorica, seguida dos
objetivos que devem ser alcangados pelos alunos e, naturalmente, pelos materiais e métodos
a serem utilizados e o protocolo detalhado da atividade a ser realizada. Quando pertinente,
¢é introduzida uma secéo intitulada Curiosidades, com informagées contextualizadas sobre
0 assunto em estudo. Para um aprofundamento no assunto, cada experimento € seguido
de uma lista de referéncias bibliograficas. Estdo contempladas as unidades programaticas
principais do estudo de Bioquimica, precedidas por um excelente capitulo versando sobre
seguranca e boas praticas de laboratorio.

Naturalmente, a totalidade de experimentos apresentados néo poderia ser aplicada
nas disciplinas comuns de diferentes habilitacées — eles foram padronizados para o curso
de Bacharelado em Bioquimica. Entretanto, trata-se de um rico repertorio de atividades
que poderao ser usadas de forma independente ou servir como modelo para adaptagdes e
ajustes as condi¢des de cada instituicao e aos objetivos de cada docente.

Os docentes e alunos de Bioquimica ficam agradecidos a equipe autora das Praticas
em Bioquimica Analitica!

Bayardo Baptista Torres

Professor Sénior - Departamento de Bioquimica. Laboratorio de Ensino de
Bioquimica. Universidade de Sao Paulo - USP
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Proteinas estdo relacionadas com
inlmeros processos que ocorrem nas células
dos seres vivos, com uma amplitude de
funcdes diversificadas. Sdo as macromoléculas
biolégicas de maior abundéancia na natureza,
ocorrendo em todas as partes das células e em
todas as células, podendo ser milhares em uma

Unica célula (NELSON; COX, 2015).

Para a sua completa purificacao precisam
ser extraidas do local onde se encontram, que
podem ser sementes, cascas, raizes, folhas,
flores e frutos. Sdo encontradas ancoradas em
membranas celulares ou dispersas no interior
de organelas ou no citoplasma. As sementes de
leguminosas apresentam grandes quantidades
de proteinas de reserva, como inibidores de
protease e lectinas, que vem sendo purificadas,

caracterizadas e analisados os seus potenciais
biotecnolégicos na salde humana e no meio
ambiente (SILVA et al., 2007; SILVA et al,
2001). Sao etapas necessarias para a extracéo
da proteina de interesse: trituracdo e obtencao
da farinha, agitagdo em solvente apropriado e
centrifugacéo.

O primeiro processo de qualquer

purificacdo é a disruptura do tecido para
liberar as proteinas que estdo dentro, o qual
dependera do tipo de célula, mas também do
tipo de tampédo usado na extragéo da proteina
de interesse. Normalmente os tampdes de
extracdo estdo no intervalo de 0,1-0,2 M e pH
7-8, por serem compativeis com o que ambiente
que se encontra no interior da célula. Tris e
tampéo fosfato sdo os mais usados. Porém,
outros componentes podem ser utilizados, como
agentes antioxidantes, inibidores enzimaticos
(inibir proteases), substratos enzimaticos e
cofatores (estabilizar enzimas), EDTA (remogéao
de cations bivalentes), polivinilpirrolidona
(minimizar atividade de fenol oxidases) e Azida
Saodica (antibacteriano para estoques de longos

periodos).

Alguns materiais biolégicos apresentam
em sua constituicAo uma solugdo proteica
limpa ou préximo disto, que pode ser aplicada
diretamente em uma coluna cromatografica
apdés centrifugacdo e filtracdo. Em muitos



casos, entretanto, as proteinas e enzimas estudadas atualmente séo isoladas de fluidos
extracelulares. Alguns exemplos desses materiais séo: leite, urina, soro sanguineo.

A escolha da proteina que se tem interesse em purificar € fundamental para
o planejamento das etapas de extracdo e posteriormente purificacdo. A partir desse
conhecimento € possivel utilizar técnicas para monitora-las e identifica-las, para tomadas

de decisbes importantes durante a purificagao.

O processo de extragdo de uma determinada proteina, a qual se deseja purificar,
envolve um compromisso com a sua estabilidade e pureza. As condi¢cdes 6timas necessarias
a este processo devem ser respeitadas e mantidas e a fim de obter-se sucesso ao final
de todo o procedimento de purificagdo, sendo analisadas as variagbes de parametros
relacionados ao tempo de extracdo, temperatura e outras condi¢goes de operagao (WILSON;
WALKER, 2010).

Outros problemas que devem ser evitados durante o processo sdo, em geral, a
desnaturacao, proteélises e contaminagao por microrganismos. Entdo, durante a extragéao,
podemos evitar estes problemas pela redugdo do tempo na preparagdo e também na
reducdo de temperatura, porém, a utilizacdo de temperaturas baixas nem sempre sao

necessarias e algumas vezes, torna-se inconveniente.

Para a obtencédo de uma solugéo do extrato, faz-se a homogeneizacao, utilizando
varias técnicas, sejam elas suaves, ou moderadas ou ainda vigorosas, dependendo do
que se quer extrair. Exemplos de mecanismos utilizados em técnicas de homogeneizagéo:
utilizacdo de agitadores mecanicos como liquidificadores; homogeneizacéo realizada
manualmente através de maceragdes em Graal; homogeneizadores com ultrassom;

desintegrador celular Manto-Gaulin.

O extrato é submetido, ap6s a homogeneizagdo celular, a centrifugagdo do
material insolUvel, onde, apds este processo, teremos uma fase liquida e um residuo.
Concomitantemente, devem ser realizados testes quantitativos e qualitativos com as
aliquotas de cada etapa, isto €, desde a obtencéo do extrato inicial apés homogeneizagéo
até a etapa final da extragéo; a fim de determinar qual a amostra que melhor apresenta a
proteina desejada.

E uma caracteristica definida numa solugdo de concentracdo salina e pH fixo e é
determinada para proteinas puras. O fendmeno da solubilidade de uma proteina deve ser
visualizado como a capacidade de um numero substancial de grupos polares localizados
na superficie da mesma se solvatar na agua através de pontes de hidrogénio (SILVA et al.,
2015a).



+ Asolubilidade das proteinas € influenciada pelo pH - a solubilidade é minima no
ponto isoelétrico e se eleva com o aumento da basicidade ou acidez.

+  Explicagdo: No pl - o n° de cargas negativas € igual ao n° de cargas positivas
- as forgas eletrostaticas repulsivas entre as moléculas proteicas vizinhas sao
minimas e elas tendem a coalescer.

+  Em pH acima ou abaixo do pl, temos a predominancia de uma carga efetiva
de mesmo sinal (cations ou anions). Em consequéncia irdo se repelir umas as
outras evitando de se agregarem, isto é, ficam mais soluveis.

(+) <« Proteina — (-)
pH acido « pl — pH basico

Finalmente, uma classificagdo Util para o pesquisador ou técnico que trabalha
com proteina & a baseada na solubilidade; propriedade esta que, como as demais, é
consequéncia da composi¢éo quimica e da estrutura de cada proteina. Esta classificagéo,
segundo as concepgbes americana e inglesa do inicio do século, é aplicada apenas as
proteinas simples, ndo existindo, porém, justificativa para excluir da lista algumas proteinas
complexas que também poderiam enquadrar-se aqui.

A analise bioquimica de estruturas subcelulares, complexos supramoleculares
e isolados de macromoléculas é de central importancia para a nossa compreensao
dos fendmenos bioldgicos das células. Um importante pré-requisito para entender as
propriedades fisiolégicas e bioquimicas das organelas e biomoléculas é a preservagéo das
funcdes bioldgicas e propriedades durante a separa¢ao dos componentes celulares.

Uma técnica chave para a separacao e analise de varios elementos do homogenato
celular é representado pela centrifugacdo. Desde os anos 20 do século passado quando
a ultracentrifugacdo analitica de Svedberg e o refinamento da técnica de centrifugagcéo
preparativa de Albert Claude nos anos 1940 posicionaram a tecnologia de centrifugagéo no
centro da pesquisa bioldgica e biomédica por muitas décadas (WILSON; WALKER, 2010).

Diélise € uma forma de filtracdo molecular. Das solu¢des de proteinas podem ser
retiradas substancias de baixo massa molecular relativa presente na mesma, pelo processo
de didlise. Moléculas grandes, como as proteinas, ficam retidas dentro de um saco de
material com poros ultramicroscépicos, como o papel celofane. A forga osmética oposta é
responsavel pelo processo (WILSON; WALKER, 2010).

E um processo de separagdo de acordo com o tamanho das moléculas através

do uso de membranas semipermeaveis, que contém poros menores que o tamanho das



macromoléculas. Pelos poros podem passar solventes, sais e pequenas moléculas. Celofane
(acetato de celulose) é o material mais utilizado como membranas. Comercialmente
encontramos membranas de didlise com diferentes tamanhos de poros para uma separagéao
seletiva (WILSON; WALKER, 2010).

A dialise remove uma variedade de produtos introduzidos durante o faturamento
do extrato, mas deve-se tomando cuidado para que ndo haja uma possivel degradagéo
proteolitica durante o processo; além da perda do material que pode ser causada pelo
ndo adequado volume contido no saco, pois ha um aumento do volume dentro do mesmo
permitindo assim o equilibrio das duas solugbes. Deve-se deixar um espaco livre dentro
do saco para que ocorra a expansao do volume da solucao em se tratando de nela possuir
alta concentracao de sal.

Largamente utilizada para mudanca de solvente no qual as proteinas estéo
dissolvidas. A solugdo de proteinas é colocada dentro da membrana de diélise e as
extremidades fechadas, em seguida colocada sob agitacdo em um grande volume do novo

solvente.

Extrair proteinas de sementes de Amaranthus caldatus ou de outras sementes de

leguminosas.

+  Pipetas automaticas
«  Agitador magnético
+  Barra magnética

+  Becker de 25 ou 50 mL

+  Solugéo Salina 0,15 M
+ 9,00gr de cloreto de sbddio (NaCl)
+ H,0Opgs 1000 mL

O fluxograma de extragéo e purificagcdo esta demonstrado no esquema 1.



1g de farinha de semente

Adicionar 1mL de hexano

Agitar em temperatura ambiente por 30 min

Manter a mistura tampada overnight

Descartar a porgdo lipidica com o auxilio de uma espétula
Secar em estufa a 37°C por 48h

e

1g de farinha de semente delipidica

Adicionar 5mL de solugdo salina (NaCl 0,1M pH 6,8)
Agitar em temperatura ambiente por 1h
Centrifugar a 3500 rpm por 30 min

Precipitado descartado Sobrenadante rico em proteinas

Métodos cromatograficos

Dosagem de atividade

Eletroforese SDS-Page

Esquema 1 — Fluxograma de extragéo e purificagao.

Fonte: do proprio autor, 2022.

1. Fragmentar as sementes com o uso de um alicate, e separar as cascas das
améndoas manualmente.

2. Transferir uma quantidade de sementes vegetais para um liquidificador.
3. Triturar as sementes até que se forme um po fino, tipico de uma farinha.

4. Armazenar em um frasco devidamente rotulado.

1. Misturar a farinha em béquer, sob agitacdo magnética, com hexano (1:1) durante
30 minutos e tampado.



2. Manter a mistura em repouso overnight tampada. Em seguida, descartar a fragéo
lipidica que fica na porgao superior com o uso de espatula.

3. Submeter o material restante a secagem em estufa com temperatura controlada
de 37°C, por aproximadamente 48 horas.

1. Pesar 30 g de farinha de semente.

2. Transferir para um Becker e adicionar 150 mL de tampéo salina (NaCl 0,15 M pH
6.8)

3. Agitar em agitador magnético, com auxilio de uma barra magnética por 1 hora.

4. Verter todo contetdo do béquer em tubos Falcon de forma a manter um equilibrio
entre eles.

5. Centrifugar por 30 minutos, 3500 rpm a 20°C e recolher 0 sobrenadante rico em
proteinas vegetais.

1. Apos recolher o sobrenadante da centrifugacao, transferir todo contetdo para um
saco de didlise.

2. Prender as extremidades com grampos para diélise, a fim de evitar o vazamento
do material.

3. Encher um béquer de 2.000 mL com agua destilada e acrescentar o saco de
dialise dentro do mesmo.

4. Colocar para agitar em velocidade lenta, somente para a movimentagao da agua.

5. Trocar a agua do reservatorio (béquer) de uma em uma hora até completar 24
horas.

6. Apbds esse tempo, retirar a amostra do saco de didlise abrindo uma das
extremidades e vertendo todo o conteido em um béquer.

7. Identificar e reservar para posterior liofilizagéo.

1. Como ocorre o processo de dialise?

2. Quais fatores devem ser evitados durante o processo de extracdo de proteinas e
como podem ser evitados?

3. O homogenato da semente de amarantos, que é denso e opaco que € submetido
centrifugacdo. O que se consegue com esse procedimento?

4. Qual o proposito de manter a farinha de sementes de Amarantos em solugéo



salina?

Vocé sabia que através de técnicas de extracdo de proteinas é possivel obter
bioplasticos e biomateriais? E isto que uma Startup de Criciuma do estado de Santa
Catarina aposta em seus trabalhos. A “GreenB Biological Solutions” desenvolve tecnologia
e processos sustentaveis que visam a substituicdo de matérias primas de origem fossil,
adequadas as legislacbes ambientais e exigéncias do mercado. Um pedido de Patente
verde - “Processo de extragdo etandlica de prolaminas de residuos dos graos de cereais
em meio etandlico/aquoso acido ou basico” (BR102020009163-8) - descrevendo uma nova
técnica para extracdo de zeina (proteina do milho) ja foi registrado junto ao INPI (Instituto
Nacional de Propriedade Industrial). Diferentemente das técnicas ja utilizadas que néo
conseguem extrair nem a metade da proteina do milho, a inovagédo tecnoldgica garante
a sua extracao proximo a 100% por meio da alteragdo da acidez e alcalinidade do etanol
no processo. Atualmente, é utilizado amido de milho ou de mandioca como matéria prima
para a producdo dos bioplasticos, e pectina e quitosana na producado de biofilmes para
revestimento de alimentos. Contudo, a zeina apresenta vantagens quanto a resisténcia a
umidade em relacdo as matérias primas atuais (IQSC, 2021).

IQSC. Instituto De Quimica De Sao Carlos. Disponivel em <https://www5.igsc.usp.br/2021/metodo-
inovador-para-extrair-proteina-do-milho-deve-inserir-mais-bioplasticos-no-mercado. Acesso em 08 de
junho de 2021.
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