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PREFÁCIO

Medida pelos mais variados parâmetros, é inconteste a expansão das informações 
científicas produzidas nas últimas décadas. Em particular, a Bioquímica atravessa um 
período de aumento exponencial de conhecimentos.

Muitos desses conhecimentos têm sido aplicados, com uma velocidade e uma 
eficiência sem precedentes, na melhoria das condições de vida e bem-estar dos seres 
humanos. A saúde pública, a produção de alimentos, as matrizes energéticas, o cuidado 
com o meio ambiente e inúmeros outros setores da vida social têm sido beneficiados pelo 
contínuo fluxo das informações originadas nos laboratórios de pesquisa.

Para os profissionais envolvidos no ensino de Bioquímica, o crescimento vertiginoso 
dessa área agravou um crônico paradoxo curricular: o aumento do volume de informações 
e a manutenção do tempo destinado ao seu ensino.

Uma consequência perceptível desse conflito é a redução das atividades práticas 
de muitas disciplinas, em franca contradição com o fato de ser a Bioquímica uma ciência 
experimental. As atividades práticas de laboratório precisam, por isso, ser criteriosamente 
escolhidas para cumprir seu papel educativo.

A seleção dos experimentos de Bioquímica passa agora a ter um suporte valioso: 
três docentes da Universidade Federal de São João del Rei e um docente da Universidade 
Estadual de Minas Gerais, auxiliados por seus estudantes, reuniram, em um e-book, 
Práticas em Bioquímica Analítica, um conjunto de experimentos testados, aplicados 
rotineiramente e minuciosamente descritos.

Cada experimento ou módulo é iniciado com uma introdução teórica, seguida dos 
objetivos que devem ser alcançados 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 seção intitulada Curiosidades, com informações contextualizadas sobre 
o assunto em estudo. Para um aprofundamento no assunto, cada experimento é seguido 
de uma lista de referências bibliográficas. Estão contempladas as unidades programáticas 
principais do estudo de Bioquímica, precedidas por um excelente capítulo versando sobre 
segurança e boas práticas de laboratório.

Naturalmente, a totalidade de experimentos apresentados não poderia ser aplicada 
nas disciplinas comuns de diferentes habilitações – eles foram padronizados para o curso 
de Bacharelado em Bioquímica. Entretanto, trata-se de um rico repertório de atividades 
que poderão ser usadas de forma independente ou servir como modelo para adaptações e 
ajustes às condições de cada instituição e aos objetivos de cada docente.

Os docentes e alunos de Bioquímica ficam agradecidos à equipe autora das Práticas 
em Bioquímica Analítica!

Bayardo Baptista Torres

Professor Sênior - Departamento de Bioquímica. Laboratório de Ensino de 
Bioquímica. Universidade de São Paulo - USP
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CAPÍTULO 12
CARACTERIZAÇÃO DE LIPÍDIOS

Paulo Afonso Granjeiro

Diego Fernandes Livio

Maria Auxiliadora de Oliveira

Adriano Guimarães Parreira

Vinícius Souza Tarabal

Tuânia Natacha Lopes Silva

1 .  INTRODUÇÃO
Os biossurfactantes são metabólitos 

secundários encontrados na natureza na forma 
de moléculas complexas como: glicolipídeos, 
fosfolipídeos e lipopeptídeos, complexos de 
proteínas, polissacarídeos e ácidos graxos 
(Figura 15) (MARTINS, et al., 2018; SAJID et al., 
2020; FARIQ, A.; YASMI, 2020; JAHAN et al., 
2020; KUMAR; NGUEAGNI, 2021; TWIGG et al., 
2021). Estas biomoléculas podem apresentar 
diferentes funções no desenvolvimento celular, 
inclusive atividade antimicrobiana (LIMA et 
al., 2018). O tipo de biossurfactante gerado 
depende de cada cepa e de uma série de 
condições de crescimento celular, altamente 
influenciadas pelos constituintes do meio de 
cultivo, pH, temperatura, agitação e aeração 
(FADHILE ALMANSOORY et al., 2017; LIU et 
al., 2020) (Tabela 6). 

As forças de interação entre as moléculas 
de mesmo estado físico são denominadas 
de interfaciais, e de diferentes estados físico 
de superficiais (SONI, 2019). Na interface 
líquido/ar as moléculas de superfície não estão 
completamente envolvidas por outras moléculas 
vizinhas, então elas são mais coesas com 
aquelas encontradas na interface entre o líquido 
e o ar, de modo que cada molécula de superfície 
é atraída pelas moléculas internas em direção 
ao centro do líquido. Portanto, a superfície 
externa do líquido permanece sob tensão, 
comportando-se como uma película fina elástica 
(Figura 16a). A tensão superficial depende de 
diversas variáveis, incluindo a composição do 
líquido, a temperatura e o ambiente circundante. 
Por exemplo, a tensão superficial geralmente 
diminui com o aumento da temperatura. O termo 
tensão superficial é geralmente aplicado quando 
há uma única superfície de líquido, por exemplo, 
na interface líquido-ar ou líquido-sólido. No caso 
de dois líquidos imiscíveis onde existe uma 
interface entre os dois líquidos, este efeito é 
frequentemente denominado tensão interfacial 
(SONI, 2019) (Fig. 16b).
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TIPO DE BIOSSURFACTANTE MICRORGANISMOS
Glicolipídeos

- ramnolipídeos
- soforolipídeos
- trehalolipídeos

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola

Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.
Lipopeptídeos e lipoproteínas

- peptídeo-lipídeo
- viscosina

- serrawetina
- surfactina
- subtilisina

- gramicidina
- polimixina

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens

Serratia marcescens
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus brevis

Bacillus polymyxa
Ácidos graxos, lipídeos neutros e fosfolipídeos

- ácidos graxos
- lipídeos neutros

- fosfolipídeos
Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis

Thiobacillus thiooxidans
Surfactantes poliméricos

- emulsan
- biodispersan

- liposan
- carboidrato-lipídeo-proteína

- manana-lipídeo-proteína

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus

Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens

Candida tropicalis
Surfactantes particulados

- vesículas
- células

Acinetobacter calcoaceticus
Várias bactérias

Tabela 6 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores.

Fonte: NITSCHKE, 2002.

Figura 15 - Estruturas químicas de alguns biossurfactantes.

Fonte: do próprio autor, 2022.
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Figura 16 - Esquema das forças coesivas entre as moléculas, caracterizando a tensão 
superficial (A) e a tensão interfacial (B).

Fonte: do próprio autor, 2022.

A capacidade de reduzir a tensão superficial e interfacial é uma função chave 
das moléculas anfifílicas (MARTINS et al., 2018). Este é um requisito para a formação 
de emulsões cineticamente estabilizadas, por exemplo. Moléculas anfifílicas, incluindo 
biossurfactantes, adsorvem em interfaces (ar / líquido, líquido / líquido, sólido / líquido) 
devido à sua natureza hidrofóbica-hidrofílica dupla. Como as moléculas de surfactante 
substituem as moléculas de água ou óleo ao longo da interface, elas reduzem efetivamente 
as forças intermoleculares entre as moléculas de solvente, reduzindo assim a tensão 
superficial ou interfacial (JAHAN et al., 2020). Um bom surfactante permite baixar a tensão 
superficial da água de 72 para 35 mN/m e a tensão interfacial entre a água e n-hexadecano 
de 40 para 1 mN/m (PACHECO, 2008). 

A tensão superficial é, portanto, a força de atração existente entre as moléculas dos 
líquidos. Com o aumento da concentração de surfactantes no meio, a tensão superficial 
diminui até atingir a estabilidade. A partir dessa concentração há a formação de micelas 
esféricas, sendo assim, este ponto denominado de concentração micelar crítica (CMC), 
corresponde à mínima concentração de surfactante necessária para que a tensão superficial 
seja reduzida ao máximo (Fig. 17) (PIRES et al., 2020; KUMAR; NGUEAGNI, 2021). A CMC 
é um dos índices mais utilizados para a avaliação da atividade surfactante.
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Figura 17 - Esquema da curva de Concentração Micelar Crítica (CMC) com as respectivas 
organizações das moléculas de biossurfactante na superfície da água.

Fonte: do próprio autor, 2022.

A etapa de purificação de biossurfactantes representa custos consideráveis em sua 
etapa de produção podendo acarretar um custo adicional de até 60% a 80% ao bioprocesso, 
limitando sua aplicação industrial (NOAH et al., 2002; SHALIGRAM; SINGHAL, 2010 
INVALLY et al., 2019; CAPPELLETTI; ZANNONI, 2020). Esse isolamento pode ser feito por 
precipitação através da acidificação do sobrenadante (bastante utilizada para o isolamento 
da surfactina) (HOROWITZ et al., 1990); da adição de sais à solução de biossurfactante, 
como sulfato de amônio (isolamento de Alasan de Acinetobacter radioresistens) (NAVON-
VENEZIA et al.,1995) e adição de solventes miscíveis em água, tais como etanol, acetona 
e clorofórmio (PARASZKIEWICZ et al., 2002).

2 .  OBJETIVOS

a. Realizar a caracterização do biossurfactante quanto ao colapso da gota, tensão 
superficial e atividade emulsificante;

b. Classificar o biossurfactante caracterizado.

3 .  MATERIAIS

a. Biossurfactante liofilizado;

b. Tampas de microplacas de 96 poços;

c. Tensiômetro de bancada Kruss;

d. Vórtex;

e. Balança semianalítica e analítica.
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4 .  SOLUÇÕES

a. Soluções com o biossurfactante em diferentes concentrações;

b. Óleo de motor 10 W-40;

c. Óleo diesel;

d. Gasolina;

e. Óleo de milho;

f. Óleo de canola;

g. Óleo de soja;

h. Solução de Fenol 5 %;

i. Ácido Sulfúrico;

j. Reagente de Bradford;

k. Solução de BSA.

5 .  PROCEDIMENTOS

A. Avaliação da Tensão superficial

1. Pesar 20 mg de biossurfactante liofilizado;

2. Diluir o biossurfactante em 20 mL de água deionizada para se ter a concentração 
de 1 mg/mL (padrão de análise do equipamento que utiliza um frasco ocupando 
metade de seu volume com 20 mL);

3. Verificar o posicionamento do equipamento na bancada de acordo com o leitor de 
equilíbrio. O medidor encontra-se na base do tensiômetro, no canto esquerdo, de tal 
forma que a gota presente nesse orifício esteja centralizada. Caso esta não estiver, 
posicioná-la com ajuda dos parafusos presentes na base do tensiômetro;

4. Transferir a amostra 20 mg/20 mL do biossurfactante para o frasco apropriado ao 
equipamento e posicioná-lo no centro da mesa;

5. Posicionar o anel de platina cuidadosamente em seu suporte;

6. Centralizar a mesa e o frasco com o anel de platina utilizando as roscas laterais 
do equipamento para ajuste, presente na parte lateral da haste do tensiômetro;

7. Posicionar o medidor de tensão superficial na marca zero;

8. No equipamento há uma placa contendo o nível indicativo da posição correta que 
o anel deve estar para iniciar a leitura. Assim, deve-se abaixar o suporte com o anel 
até que este mergulhe e atinja a metade da altura da amostra, respeitando o nível 
indicado. Ao observar, à altura dos olhos, que o suporte se encontra centralizado na 
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marcação presente na placa branca, conclui-se que está devidamente posicionado;

9. Para realizar a leitura deve-se girar o medidor de tensão vagarosamente até que 
o anel de platina solte do líquido, rompendo a tensão superficial. O valor demarcado 
pelo medidor é o valor da tensão superficial em mN/m (mili Newton por metro).

OBS: Para cada análise o anel de platina deve ser flambado, e o frasco devidamente 
lavado e seco, evitando interferências. Para a confirmação da tensão superficial é 
recomendável que esta seja realizada em triplicata, sendo o solvente o padrão.

B. Teste do colapso da gota - Adaptado de Bodour e Miller-Maier (1998)

1. Untar os poços das tampas de microplacas contendo 96 poços rasos com 2 μL de 
óleo de motor 10W-40 e deixar secar por 24 h;

2. Preparar 500 μL de cada uma das soluções abaixo a partir da solução estoque 
de 4 mg/mL, utilizando a água deionizada como padrão. Caso deseje uma melhor 
visualização das gotas, recomenda-se a adição de corante azul de metila (1 µL/500 
µL):

• Solução A: água destilada

• Solução B: Solução de biosurfactante de 1 mg/mL

• Solução C: Solução de biosurfactante 2x diluída  

• Solução D: Solução de biosurfactante 10x diluída

• Solução E: Solução de biosurfactante 100x diluída

• Solução F: Solução de biosurfactante 1000x diluída

3. Elaborar o desenho experimental indicando as posições das soluções em cada 
um dos poços da placa, em triplicata;

4. Transferir 10 μL de cada uma das soluções de biossurfactante para cada um dos 
poços, em triplicata. 

5. Aguardar 1 min e avaliar o espalhamento das gotas em comparação com o 
controle (água com ou/sem corante). O resultado será considerado positivo quando 
o diâmetro da gota contendo o biossurfactante for maior que o de uma gota contendo 
apenas água deionizada (YOUSSEF et al., 2004).

6. Identificar no esquema abaixo, marcando com um X, os resultados positivos.
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C. Determinação do índice de emulsificação (IE24) – Adaptado de Cooper e 
Goldenberg (1987)

1. Preparar uma solução de biossurfactante e água deionizada a uma concentração 
de 1 mg/mL. Deve-se considerar que serão necessários 1 mL de solução para cada 
óleo avaliado;

2. Adicionar 1 mL de cada um dos compostos a serem avaliados em seus respectivos 
tubos de ensaio com tampa rosqueável. Os compostos utilizados foram os seguintes 
hidrocarbonetos: óleo de motor, óleo de canola, óleo de milho, tolueno e éter de 
petróleo;

3. Adicionar 1 mL de solução de biossurfactante em cada um dos tubos contendo os 
compostos, obtendo a concentração de 1:1;

4. Homogeneizar os tubos com o auxílio de um agitador vórtex na velocidade 
máxima por 1 minuto;

5. Deixar os tubos em repouso à temperatura de 25°C por um período de 24 horas;

6. Medir a altura da camada emulsificada (CE) e a altura total (AT) da mistura;

7. O índice de emulsificação será obtido através da equação 5.

Onde: 

IE (24): Índice de Emulsificação de 24 horas;

AE: altura da camada de emulsão;

AT: altura total da mistura.

A convenção adotada para qualificar a atividade emulsificante está apresentada na 
tabela 7.
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ATIVIDADE EMULSIFICANTE ALTURA DA EMULSÃO (TIPO ÁGUA EM 
ÓLEO)

Alta ≥ 2 cm
Moderada De 1 a 1,9 cm

Baixa < 1 cm

Tabela 7 - Convenção para qualificar a atividade emulsificante.

Fonte: Adaptado de Matsuura (2004).

D. Identificação do biossurfactante 
D1. Ensaio colorimétrico para determinação de carboidratos – Fenol Sulfúrico

1. Numerar os tubos de ensaio

2. Em um tubo de ensaio (Teste 1) adicionar 500 µL da amostra (glicose 0,01 mg/mL) 
+ 500 µL de solução de Fenol 5 % + 2500 µL de ácido sulfúrico;

3. Em um tubo de ensaio (Teste 2) adicionar 500 µL da amostra (biossurfactante 1 
mg/mL) + 500 µL de solução de Fenol 5 % + 2500 µL de ácido sulfúrico

4. Em um tubo de ensaio (Branco) adicionar 500 µL de água destilada + 500 µL 
solução de Fenol 5 % + 2500 µL de ácido sulfúrico;

5. Deixar esfriar até temperatura ambiente;

6. Fazer a leitura em espectrofotômetro a 490 nm.

D2. Quantificação de peptídeos – Método de Bradford

1. Preparar o reagente de Bradford descrito na seção de Dosagem de Proteínas;

2. Elaborar a curva padrão de BSA;

3. Pipetar nos tubos os reagentes de acordo com o quadro 17. 

Tubo *BSA (mL) Água (mL) Bradford (mL) **Abs 595nm

1 - Branco - 0,500 0,50
2 0,010 0,490 0,50
2’ 0,010 0,490 0,50
3 0,020 0,480 0,50
3’ 0,020 0,480 0,50
4 0,030 0,470 0,50
4’ 0,030 0,470 0,50
5 0,040 0,460 0,50
5 0,040 0,460 0,50
6 0,050 0,450 0,50
6’ 0,050 0,450 0,50
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7 0,060 0,440 0,50
7’ 0,060 0,440 0,50
8 0,100 0,400 0,50
8 0,100 0,400 0,50
‘9 0,200 0,300 0,50
9 0,200 0,300 0,50

Amostra Água (mL) Bradford (mL) Abs 595nm

7 0,05 0,450 0,50
7’ 0,05 0,450 0,50

*BSA: Albumina soro bovino, **Abs: absorbância.

Quadro 17 – Reagentes para dosagem de peptídeos pelo método de Bradford.

Fonte: do próprio autor (2022).

4. Agitar os tubos em vórtex por 30 segundos e aguardar 5 min a temperatura 
ambiente, no escuro;

5. Analisar as amostras no espectrofotômetro no comprimento de onda de 595 nm;

6.  Ajustar as concentrações: 1 mg/mL para amostra e 0,2 mg/mL para o BSA; 

7. Elaborar um gráfico com os resultados obtidos.

6 .  QUESTÕES

1. Qual a importância de se determinar a Concentração Micelar Crítica (CMC)?

2. Explique como os tensoativos são capazes de diminuir a tensão superficial e 
interfacial entre diferentes fases.

3. Quais são as principais vantagens e desvantagens dos biossurfactantes em 
relação aos surfactantes sintéticos?

7 .  CURIOSIDADES
Os biossurfactantes já foram descritos em diversos estudos que apontam sua ampla 

capacidade em aplicações biotecnológicas. No contexto ambiental essas biomoléculas 
apresentam grande vantagem aos sintéticos, devido a sua biotecnologia sustentável. A 
poluição por óleo gera uma grande preocupação todos os anos afetando seriamente o 
ecossistema nos contextos econômico e sustentável (CHEBBI et al., 2018). A poluição 
das águas por óleos pode gerar também prejuízos à saúde humana. Sendo assim, torna-
se necessário o desenvolvimento de métodos eficazes e ecologicamente corretos de 
recuperação e biorremediação destes hidrocarbonetos (PHAM et al., 2019; SHARMA et 
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al., 2019). Os biossurfactantes devido à sua natureza anfipática possuem a capacidade 
de promover a emulsificação de óleos, facilitando assim sua disponibilidade para a 
recuperação dos ambientes. O uso de biossurfactantes na biorremediação de óleo em 
ambientes aquáticos é uma estratégia com crescente interesse industrial, o que faz dessas 
biomoléculas um produto de alto valor agregado (FEMINA et al., 2021).
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