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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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Existem véarios métodos de quantificacéo
de proteinas. A escolha do método adequado
depende de varios fatores como natureza da
proteina, presenca de interferentes, rapidez,
sensibilidade e eficiéncia do método. Métodos
como Biureto, Bradford, acido bicinconinico e
Kjeldahl séo bastante utilizados nos laboratérios
que empregam a analise de proteinas para
diversos fins. Nesta aula pratica vamos utilizar o

método de Bradford para quantificar proteinas.

No Método de Bradford, um composto
conhecido como Coomassie Brilliant Blue
G-250 liga-se a proteinas em meio acido.
Estudos sugerem que a forma anidnica deste
composto forma complexos com as proteinas.
Neste caso, ocorrem interagbes eletrostaticas,
interagbes hidrofébicas e forgas de Van der
Waals. Tal complexo possui uma coloragéo

azul. A intensidade desta coloracdo dependera

da concentracdo de proteinas da amostra e
serd mais intensa se a concentragao for alta.
Este complexo formado absorve em 595 nm e
pode ser lido em um espectrofotdbmetro (Figura
5). O procedimento consiste em realizar a
leitura de diferentes concentragbes conhecidas
de albumina do soro bovino (BSA) usada como
padréo para elaboragéo de curva padréo a partir
da equacéo da reta e calculo da quantidade de
proteina presente. A comparacgéo dos resultados
com valores de concentragbes conhecidas
da curva padrao permite a determinacdo da
concentracdo da proteina nas amostras em
estudo (ZAIA et al., 1998).
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Figura 5 - Esquema geral do método de Bradford para dosagem de proteina com o uso do
corante Coomassie Blue.

Fonte: do préprio autor, 2022.

Quantificar a proteina total do padrao de BSA e da amostra extraida das sementes
de Amaranthus caldatus (pode ser qualquer outra semente de leguminosa) pelo método de
Bradford.

a. Tubos de ensaio previamente lavados com alcool
b. Estantes para tubo ensaio

c. Espectrofotometro

d. Pipetas de vidro 5 mL

e. Pipetas automaticas

d. Beckers (25,50 e 1000 mL)



a. Etanol 95%
b. Reagente de Bradford
c. Solucédo de albumina do soro bovino (BSA)

d. Solucédo de extrato bruto das sementes de Amaranthus caldatus a 1mg/mL

1. Dissolver 100 mg de Coomassie brilhante blue em 50 mL de etanol 95%;

2. Adicionar 100 mL de H,PO, 85% e completar o volume da solugéo para 1 litro
final;

3. Deixar overnight com agitagdo constante em agitador magnético SEM ligar o
aquecimento;

4. Filtrar a solugao duas vezes em filtro de papel, para a obtencgéo final do reagente
de Bradford;

5. Armazenar em frasco &mbar envolto em papel aluminio.

Dessa forma, as concentragdes finais seréo: 0,01% de Coomassie, 8,5% de acido
fosforico e 4,7% de etanol. (Acido fosférico deve ser adicionado ao Coomassie dissolvido

em etanol e nunca o contrario).

1. Pipetar nos tubos de ensaio o BSA, agua, Bradford e amostras de acordo com
0 quadro 5, para a construgdo da curva de calibracdo e dosagem da proteina das
amostras da semente;

2. Homogeneizar em vortex;

3. Deixar os tubos descansarem por 5 minutos em temperatura ambiente e no
escuro;

4. Fazer a leitura no espectrofotémetro no comprimento de onda de 595 nm;

5. Caso a solugdo esteja muito concentrada, sera necessario fazer as diluicbes
apropriadas para leitura;

6. Construir a curva de calibragdo a partir da leitura da curva padrao (Achar média das
triplicatas e subtrair do tubo 1- controle), langcando nas abscissas as concentragdes
de BSA e os valores de absorbancia nas ordenadas;

7. Utilizar a equacgéo da reta (Abs = a x [BSA]) para calcular a quantidade de proteina



(lembre-se de considerar as diluigbes quando calcular a concentragdo da amostra);

8. Calcular a concentragéo de proteina em EB e nos picos da coluna de excluséo
usando a Equacao da Reta e os dados do programa (lembre-se de considerar as
diluicdes quando calcular a concentracdo da amostra) ou faga os calculos;

9. Acertar a concentragéo de acordo com a amostra e o BSA:
+ Amostra: 1 mg/mL e BSA: 2 mg/mL.
+ Aconcentracdo que der MULTIPLICAR por 2.
10. Acertar de acordo com a quantidade de amostra usada no teste:
» Volume de referéncia: 0,1 mL. Volume usado de amostra: 0,2 mL.

+ Aconcentracao que der DIVIDIR por 2.

Tubo *BSA (mL) Agua (mL) Bradford (mL) **Abs,.
1,1,1” Branco - 0,5 5
2,2,2” 0,020 0,480 5
3,3,3” 0,040 0,460 5
4,4 4” 0,060 0,440 5
5,5,5” 0,080 0,420 5
6,6, 6” 0,100 0,400 5

AMOSTRA Agua (mL) Bradford (mL) Abs_
7,7,7 0,100 0,400 5
8,8, 8" 0,100 0,400 5

*BSA: Albumina soro bovino, ** Abs: Absorbéncia
Quadro 5 - Montagem da curva padréo de Albumina e determinagéo da proteina da amostra.

Fonte: do proprio autor, 2022.

1. Um extrato de proteinas foi obtido a partir de sementes de Pata-de-vaca. Para se
quantificar a quantidade de proteinas neste extrato, foi utilizado o reagente de Bradford.
Junto com suas amostras, uma curvas-padréo foi gerada medindo-se a Absorbancia em

595 nm. Com base no enunciado responda:
a) Qual a funcdo do Branco?
b) Qual a unidade de concentracéo de proteina que sera obtida?
¢) Qual a finalidade do uso da BSA para a técnica de Bradford?

d) Descreva as interagdes bioquimicas entre o corante Coomassie brilhante blue e
a proteina.



As proteinas estao presentes em varias concentracbes em amostras de diferentes
origens e adeterminagéo de sua concentracéo € de particular interesse para a saude humana
e industria de alimentos. Porém, o uso de métodos analiticos como espectrofotometria ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia para a sua detec¢do pode ser caro ou trabalhoso.
Eles ndo permitem um facil monitoramento continuo porque séo caros e lentos. Assim, os
biossensores vem sendo desenvolvidos como um dos principais dispositivos com essa
finalidade (LECA-BOUVIER; BLUM, 2005).

Biossensor € um dispositivo que transforma a informagédo quimica, variando da
concentracdo de uma amostra especifica componente para analise de composicao total,
em um sinal analiticamente Gtil. Na primeira geracdo ocorreu a abordagem mais simples,
0 biocatalisador € aprisionado entre ou ligado a membranas e este arranjo é fixado na
superficie do transdutor. Na segunda geracdo ocorre a fixagcdo imediata adsortiva ou
covalente do componente biologicamente ativo para a superficie do transdutor permitir
a eliminagdo da membrana semipermeavel. O de terceira geracdo demonstra a ligagdo
direta do biocatalisador a um dispositivo eletrénico de transdutores e amplifica o sinal, por
exemplo, a porta de um campo transistor de efeito, € a base para mais uma miniaturizagéo
de biossensores (MESHRAM et al., 2018).

Foi nessa linha que pesquisadores do Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos
desenvolveram um biossensor para o diagnostico da dengue. O biossensor tem a
propriedade de identificacdo elétrica da proteina NS1, presente na corrente sanguinea
do individuo nos primeiros dias ap6s a infeccdo como produto da secrecdo do virus
(ANDRADE, 2017).

ANDRADE, R. O. Biossensores na Medicina. Revista FAPESP. Edicao 258, 2017. Disponivel em
https://revistapesquisa.fapesp.br/biossensores-na-medicina/. Acesso em 22 de jan. de 2022.
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