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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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De modo geral, os surfactantes séo
moléculascomestruturaanfipatica, apresentando
uma porcdo hidrofobica (Extremidade apolar)
e outra hidrofilica (Extremidade polar) com
propriedades tensoativas capazes de reduzir
a tenséo superficial e interfacial de liquidos
e formar micelas (Fig. 14) (GHOSH; RAY;

PRAMANIK, 2020; PIRES et al., 2020).

Extremidade Polar
Extremidade Apolar

Agua

Aoos® Q& ; 2
-&ggfo o:x%jdf Hf:m

“f:éﬁ"

Molécula Anfipatica Micela Lipossomo

Figura 14 - Esquema da estrutura anfipética
dos surfactantes.

Fonte: do proprio autor, 2022.

Estas  propriedades fisico-quimicas

tornam os surfactantes adequados para

diferentes setores industriais como o de
cosméticos e higiene pessoal, produtos de

limpeza, agroquimica, petroliferas, tintas,
adesivos, entre outros, agindo como agentes
emulsionantes, espumantes, detergentes,
lubrificantes e  solubilizantes (MOUAFO;
MBAWALA; NDJOUENKEU, 2018; TRIPATHI
et al., 2019; VARJANI; UPASANI, 2019;
ANESTOPOULOS et al., 2020; RODRIGUEZ-
LOPEZ et al., 2020; OHADI et al., 2020) (Tabela
4). No entanto, esses compostos comerciais
normalmente sdo de origem quimicamente
sintética de  fontes  petroquimicas e
apresentam alta toxicidade e propriedades néo
biodegradaveis, sendo, portanto, considerados
agressivos ao meio ambiente (MARTINS, et al.,

2018; MOUAFO; MBAWALA; NDJOUENKEU,



2018; TRIPATHI et al., 2019; JIMOH; LIN, 2019; ADU et al., 2020; ANESTOPOULOS et al.,
2020; LIU et al., 2020).

A crescente preocupaga@o ambiental entre os consumidores, combinando com novas
legislacdes de controle do meio ambiente levaram a procura por surfactantes naturais como
alternativa aos produtos existentes (BARROS et al., 2007; DRAKONTIS; AMIN, 2020).

Os biossurfactantes, surfactantes naturais, sdo metabdlitos secundarios de
microrganismos que atuam na modulacdo de seu crescimento, tais como bactérias,
fungos filamentosos e leveduras (LIMA et al. 2018; MAHANTI; KUMAR; PATRA, 2018).
Possuem propriedades tensoativas, emulsificantes e até antimicrobianas, que auxiliam
no desenvolvimento do microrganismo produtor e no transito de compostos hidrofébicos
insoluveis em agua (NITSCHKE et al., 2002; BUENO, 2008; TWIGG et al., 2021).

Os biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relacdo aos surfactantes
sintéticos, pois sédo facilmente degradados por microrganismos, sdo ecologicamente
corretos, sendo biodegradaveis e de baixa toxicidade, podem ser produzidos com substratos
de baixo custo, sdo moléculas estéveis frente a variacéo de pH, temperatura e forcga idnica,
apresentam baixa CMC, sendo um poderoso agente tensoativo, maior habilidade para
complexar metais pesados, melhor capacidade espumante, além da aplica¢édo terapéutica
(MAKKAR, 2003; NITSCHKE, 2004; TABATABAEE, 2005; SEKHON, 2012 KUMAR;
NGUEAGNI, 2021).

As vantagens dos biossurfactantes em relagéo aos surfactantes sintéticos mostram
que estes podem ser facilmente substituidos em diversos setores industriais (JAHAN et
al., 2020; PLAZA; ACHAL, 2020). O tamanho do mercado de biossurfactantes foi avaliado
em US$ 3,99 bilhdes em 2016 e esta projetado para atingir US$ 5,52 bilhdes até 2022,
com um CAGR de 5,6% durante o periodo de previsdo. A Europa ainda é o principal
mercado consumidor de biossurfactantes, representando mais de 50% do consumo global
(MARKETSANDMARKETS, 2021).

Porém, apesar de promissores, a producdo dos biossurfactantes nédo pode ser
comparada aos surfactantes sintéticos no sentido econdémico, pois o custo de obtencéo
desses tensoativos naturais é elevado (RANE et al., 2017; LIMA et al., 2020). Substratos
utilizados nos meios de cultura para a producdo sé@o de alto custo, além do processo de
purificacao, gerando baixo rendimento. Portanto, a aplicacao dos biossurfactantes em larga
escala depende de processos produtivos economicamente viaveis (GUDINA et al., 2015).

A quantidade e qualidade dos biossurfactantes produzidos pelas diversas espécies
de microrganismos séo influenciadas pelo préprio microrganismo utilizado, pelas fontes
de carbono, concentragbes de nitrogénio, fésforo, manganés e ferro no meio, as possiveis
limitagdes nutricionais envolvidas no crescimento microbiano, além de fatores abi6ticos,
como pH, temperatura, agitacao e aeracao (MUKHERJEE et al., 2006; AMEZCUA-VEGA



et al., 2007; CAPPELLETTI; ZANNONI, 2020). Nitschke e Pastore (2002) demonstraram as
principais func¢des e aplicagcdes dos biossurfactantes, conforme a tabela 3.

Funcoes

Campos de aplicacao

Emulsionantes e dispersantes

Solubilizantes
Agentes molhantes e penetrantes
Detergentes
Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequestrantes de metais
Formadores de vesiculas

Fator de crescimento microbiano
Desemulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes
Fungicida

Agente de recuperagao

Cosméticos, tintas, biorremediacéo, 6leos,
alimentos

Produtos farmacéuticos e de higiene
Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas
Produtos de limpeza, agricultura
Produtos de higiene,_cgs_méticos e flotacéo de
minérios
Tintas e alimentos
Mineragao
Cosméticos e sistemas de liberagao de drogas

Tratamento de residuos oleosos Tratamento de
residuos, recuperagao de petroleo

Transporte em tubulagdes, oleodutos
Misturas carvéo-agua, calcareo-agua
Controle biologico de fitopatogenos

Recuperacao terciaria de petroleo (MEOR)

Tabela 3 - Principais aplicagdes comerciais dos biossurfactantes.

Fonte: Nitschke & Pastore (2002).

a) Preparar os meios de crescimento microbiano e para a producéo de biossurfactante;

b) Realizar o pré-in6culo e in6culo bacteriano e cultivar o microrganismo nos meios
de cultura com o intuito de produzir o biossurfactante;

c) Extrair e purificar o biossurfactante através de precipitagcdo acida e extracéo
organica.

a. Erlenmeyers;

b. Estufa bacteriolégica;
c. Autoclave;

d. Shaker;

e. Capela de fluxo laminar;



f.  Centrifuga;

g. Rota-evaporador;

h. Liofilizador;

i.  Funil de separacéo;

j- pHmetro;

k. Espectrofotdmetro;

I. Microtubos;

m. Tubo de centrifuga;

n. Baldo de fundo redondo;
0. Balanga semianalitica e analitica
p. Alga descartavel;

g. Agitador magnético.

a. Solugao HCI 6M;

b. Meio de cultura caldo nutriente;

c. Meio de cultura para produgao do biossurfactante;
d. Solvente organico (Diclorometano);

e. Agua deionizada estéril.

O meio de cultivo caldo nutriente devera ser preparado com os ingredientes
mencionados na tabela 4.



Componentes Concentracéao (g/L)

Extrato de Bife 1,0
Extrato de Levedura 2,0
Peptona 5,0
Cloreto de Sédio 5,0

Tabela 4 - Composi¢ao do Meio Caldo Nutriente.

Fonte. Meio comercial.

1. Pesar todos os constituintes com o auxilio de uma balangca semianalitica, de
acordo com a concentragao descrita na tabela 5;

2. Adicionar todos os constituintes pesados em um Erlenmeyer conjuntamente e
acrescentar a agua deionizada de acordo com a concentracao desejada;

3. Homogeneizar o Erlenmeyer com o auxilio de um agitador magnético;
4. Vedar o Erlenmeyer com papel aluminio e kraft, com o auxilio de gomas eléasticas;
5. Autoclavar a 121°C por 20 minutos;

6. Armazenar a 4°C ou, caso deseje utilizar o meio produzido, deixa-lo a temperatura
similar a de cultivo antes da inoculagéo.

O meio de cultivo para produgé@o do biossurfactante devera ser preparado com os

ingredientes apresentados na tabela 5.

Componentes Concentracao (g/L)
Glicose 70
KH,PO, 0,33
Na,HPO, 1
NaNO, 1
Extrato de Levedura 1
Micronutrientes (Adicionar 1 mL/L)
FeSO,.7H,0 0,01
MgSO, 7H,0 0,2
MnSO,.H,0 0,01
CaCl, 0,01

Tabela 5 - Composi¢ao do meio para produgéo do biossurfactante.

Fonte: Adaptado de Wang e colaboradores (2014).



1. Pesar todos os constituintes com o auxilio de uma balangca semianalitica, de
acordo com a concentragdo descrita na tabela 3;

2. Adicionar os constituintes pesados em 3 Erlenmeyers separadamente: 1) Glicose.
2) KH,PO,, Na,HPO,, NaNO,. 3) Micronutrientes. Obs: O volume dos Erlenmeyers
deve proporcionar 50% de volume livre - coluna de ar.

3. Acrescentar a agua deionizada de acordo com a concentracéo desejada;
4. Homogeneizar os Erlenmeyers com o auxilio de um agitador magnético;

5. Vedar os Erlenmeyers com papel aluminio e kraft, com o auxilio de gomas
elasticas;

6. Autoclavar a 121°C por 20 minutos;

7. Apos autoclavar, armazenar a 4°C ou, caso deseje utilizar o meio de cultivo, deve-
se deixar os constituintes a temperatura similar a de cultivo e mistura-los, na capela
de fluxo laminar, em um Unico Erlenmeyer, sendo que a solugédo de micronutrientes
deve ser adicionada apenas na concentragcdo de 1 mL/L de solugéo final.

Para a realizagéo do pré-inoculo foi utilizada uma cepa bacterioldgica previamente
estocada em uma placa de agar-nutriente devidamente vedada e armazenada a temperatura
de 4°C.

Etapas do preparo do Pré-Inéculo na capela de fluxo laminar:
1. Realizar a paramentac¢ao com jaleco de mangas compridas e luvas.
Limpar toda a superficie da capela com alcool 70%;
. Ligar a luz UV durante 15 min para esterilizacéo;
. Desligar UV;

. Passar alcool nas maos;

2.
3
4
5
6. Pegar a placa com uma mao e abri-la usando os dedos indicador e polegar;
7. Raspar a alca nas coldnias (uma algada — uma por¢éo de biomassa celular);
8. Tampar a placa e colocéa-la na base da capela;

9

. Pegar o frasco contendo o meio de cultivo com a mao livre e posiciona-lo proximo
da chama;

10. Destampar o frasco com a mao livre;
11. Flambar o frasco;
12. Mergulhar a al¢a no frasco e dispensar o microrganismo no meio liquido;

13. Flambar o frasco e vedar com papel aluminio e kraft, com o auxilio de gomas
elasticas.;



14. Limpar toda superficie com alcool 70%;
15. Ligar a luz UV durante 15 min para esterilizagéo;
16. Desligar a luz UV e a capela;

17. Colocar o frasco no shaker a 200 rpm por 12h a temperatura de 37 °C.

1. Realizar a paramentacdo com jaleco de mangas compridas e luvas.
. Limpar toda a superficie da capela com alcool 70%;
. Ligar a luz UV durante 15 min para esterilizagéo;

2
3
4. Desligar UV;
5. Passar alcool nas maos;
6

. Dentro da estufa bacteriologica, verter as culturas do pré-indculo em tubos
estéreis e vedéa-los;

7. Centrifugar a uma rotagao de 3500 rpm por 30 min;

8. Dentro da estufa bacteriolégica, ressuspender o precipitado em solugéo salina
estéril (0,85%) com um volume minimo necessario. Repetir o procedimento por 2
vezes;

9. Apos as lavagens, ressuspender em solucao salina estéril (0,85%);

10. Realizar a diluicéo seriada de 10, 100 e 100 vezes em aliquotas de 1 mL para
se obter o fator de diluigéo;

11. Calcular o volume necessario de inéculo para se obter 1x10® UFC/mL seguindo
a férmula apresentada a seguir:

salina.

C1xVi=C2xV2

No qual, C1: Absorbancia lida no espectrofotémetro (600 nm) x fator de diluicao
V1: Volume desejado
C2: 0,1 (padronizado para se ter 1x10® UFC/mL)

V2: volume final do frasco de cultivo

Ex.: Para diluir 10 vezes deve se adicionar 100 uL de amostra + 900 uL de solucao




12. Dentro da capela de fluxo laminar, abrir os frascos de cultivo e inocular o volume
de in6culo encontrado, com o auxilio de uma pipeta;

13. Vedar devidamente os frascos;

14. Colocar o frasco no shaker a 180 rpm por 80h a temperatura de 35 °C;
15. Desligar a chama;

16. Limpar toda superficie com alcool 70%;

17. Ligar a luz UV durante 15 min para esteriliza¢éo;

18.. Desligar a luz UV e a capela.

1. Centrifugar as células cultivadas a uma rotacéo de 3500 rpm por 30 min.

2. Ressuspender o precipitado em agua deionizada com um volume minimo
necessario. Repetir o procedimento por 2 vezes.

3. ApOs as lavagens, ressuspender em agua deionizada com um volume minimo
necessario.

4. Adicionar acido cloridrico (6M) até ajustar o pH final para 2,0.
5. Manter em refrigeracéo a 4°C overnight (16 horas).
6. Centrifugar por 15 min a uma rotagéo de 5000 rpm.

7. Ressuspender o precipitado em é&gua deionizada com um volume minimo
necessario. Repetir o procedimento por 2 vezes para retirada do excesso de acido
cloridrico (HCI).

8. Adicionar NaOH (6M) até ajustar o pH final para 7.

1. Em uma capela de exaustao, adicionar a solugéo contendo o biossurfactante em
um funil de separacao e acrescentar diclorometano na propor¢ao de (1:1 v/v). Obs.:
Podem ser utilizados outros solventes organicos como o cloroférmio, por exemplo;

2. Tampar o funil e agita-lo lentamente por inverséao;

3. Esperar a formacao de 2 fases;

4. Abrir a valvula do funil e retirar a fase organica (interagida com o solvente);
5. Repetir os procedimentos 2, 3 e 4, mais trés vezes;

6. Evaporar a fracdo organica através do rota-evaporador a vacuo a uma temperatura
de 50-60°C;



7. Liofilizar o precipitado contendo o biossurfactante.

1. Qual a importancia de realizar o pré-inéculo?

2. Qual a importancia de se realizar o processo de lavagem das células do pré-
inoculo?

3. Qual a importancia de se trabalhar em um ambiente estéril?

4. Qual a importancia das etapas de purificacdo e quais principais propriedades
devem ser levadas em consideragéo para obtengéo de uma biomolécula?

5. Qual a importancia dos micronutrientes na produgéo de biossurfactantes?

Biossurfactantes: uma possivel solu¢gdo ambiental.

As préticas cotidianas de higiene e limpeza promovem o descarte de detergentes e
sabdes para nos esgotos sanitarios que, geralmente, ndo séo tratados, e acabam poluindo
os rios, gerando desastres ambientais. Os principais responsaveis pela formacédo dessa
espuma tdxica sdo os tensoativos sintéticos, como o lauril sulfato de sédio, um agente
surfactante amplamente utilizado pela industria de higiene e limpeza e de fabricacdo de
produtos cosméticos. No fim de 2020, pescadores que vivem as margens do rio Guandu
no Rio de Janeiro relataram a formagédo de espuma no rio e a mortalidade de peixes,
fato também relatado pela estagcdo de tratamento de agua da regido, ETA Guandu, que
paralisou a produgéo de agua tratada, afetando o abastecimento de 9 milhdes de habitantes
(REGUEIRA, 2020).

De modo a solucionar este problema, medidas emergenciais estdo sendo tomadas
para limpar os rios e tentar conter os efeitos deste tipo de poluigdo que ja se mostra como
0 maior problema ambiental do Estado do Rio de Janeiro.

Neste contexto, os biossurfactantes, frutos da “tecnologia verde”, podem ser a
solugdo alternativa para este problema por serem atoxicos e biodegradaveis, além de
possuirem uma diversidade estrutural vasta que implica em uma grande variedade de
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas atribuindo a eles caracteristicas equivalentes ou
até superiores aos seus equivalentes sintéticos (DRAKONTIS; AMIN, 2020). Tal tendéncia
€ corroborada pelo fato de serem economicamente os compostos biotecnol6gicos de maior
interesse no século XXI, relativamente considerados cruciais para melhoria, crescimento,
avancgo e sustentabilidade ambiental na area (JIMOH; LIN, 2019; SINGH; PATIL; RALE,
2019).
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