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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 13
PRODUÇÃO DE CARBOIDRATOS

Paulo Afonso Granjeiro

Raquel Valinhas e Valinhas

Heloísa Carneiro Colares

Tuânia Natacha Lopes Silva

Luísa Ferreira da Cruz

Felipe Ferreira Silva

Pablo Felipe Rodrigues Gonçalves

1 . 	INTRODUÇÃO

Definição de carboidratos
Os carboidratos são um grupo diverso 

de substâncias com uma gama de propriedades 
químicas, físicas e fisiológicas. São 
principalmente substratos para o metabolismo 
energético, podem afetar a saciedade, a glicose 
e os níveis de insulina no sangue. Por meio 
da fermentação são capazes de influenciar a 
função colônica, o hábito intestinal, trânsito, 
células epiteliais, metabolismo e equilíbrio 
da flora comensal. Podem também ser 
imunomoduladores e influenciar a absorção de 
cálcio. Estas propriedades têm implicações para 
a nossa saúde geral. Contribuem particularmente 
para o controle do peso corporal, diabetes e 

envelhecimento, doenças cardiovasculares, 
densidade mineral óssea, câncer de intestino 
grosso, constipação e resistência à infecção 
intestinal (CUMMINGS; STEPHEN, 2007).

Classificação 
Os carboidratos podem ser classificados 

de acordo com o tamanho molecular, grau de 
polimerização (DP), o tipo de ligação e o carácter 
de monômeros individuais, de acordo com a 
classificação primária dos carboidratos na dieta, 
tal como proposto na Consulta de Peritos em 
Nutrição Humana da Organização Mundial da 
Alimentação e Agricultura (FAO)/Organização 
Mundial da Saúde (OMS), convocada em Roma 
em 1997 (FAO, 1998) (Quadro 18). 

Classe Subgrupo Principais 
componentes

Açúcares (1-2)

Monossacarídeos Glicose, frutose, 
galactose

Dissacarídeos
Sacarose, 

maltose, lactose, 
trealose

Polióis (açúcares 
álcoois)

Sorbitol, xilitol, 
manitol, lactitol

Oligossacarídeos 
(3-9)

Malto-
oligossacarídeos Maltodextrinas

Não-alfa glicanos 
oligossacarídeos Rafinose, inulina

Polissacarídeos 
(≥ 10)

Reserva Amilose, 
amilopectina

Não reserva
Celulose, 

hemicelulose, 
pectina, beta 

glicanos, 
mucilagens

Quadro 18 – Classificação dos carboidratos.
Fonte: Adaptado de FAO (1998).
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Estrutura química
Estruturalmente, carboidratos ou hidratos de carbono são moléculas compostas 

principalmente por carbono, hidrogênio e oxigênio. A nível molecular, os carboidratos mais 
simples se tratam de hidrocarbonetos modificados através da adição de um grupo carbonila 
(aldeído ou cetona) e várias hidroxilas, onde as diferentes combinações destes grupos 
funcionais permitem a criação da estrutura básica dos carboidratos, os monossacarídeos. 
Existem milhares de carboidratos diferentes, porém todos eles são constituídos por uma 
ou mais unidades de monossacarídeos (KHOWALA et al., 2008; HALL; MERTENS, 2017).

Monossacarídeos possuem sempre uma proporção de 1:2:1, um carbono para 
dois hidrogênios para um oxigênio, gerando uma fórmula molecular de (CH2O)n Estas 
estruturas sempre possuem três ou mais carbonos e sua nomenclatura é dada pelo número 
de carbonos (triose, tetrose, pentose, hexose e assim por diante) e pelo grupo carbonila 
presente na cadeia carbônica (aldose ou cetose).  Por exemplo, a fórmula molecular de dois 
monossacarídeos muito conhecidos, glicose e frutose, é C6H12O6, ambos monossacarídeos 
possuem a mesma fórmula molecular, mas os átomos que compõem as estruturas são 
arranjados de formas diferentes. A glicose é uma “aldohexose”, aldo por conter o grupo 
aldeído em sua estrutura e hex por ter seis carbonos, já a frutose é uma “cetohexose” ceto 
por conter o grupo cetona em sua estrutura e hex também por ter seis carbonos, como 
mostra a figura 18 (LEHNINGER et al., 2000; NAVARRO et al. 2019).

Figura 18 - Estrutura química das moléculas de glicose e frutose.

Fonte: do próprio autor (2022).

Além disso, monossacarídeos possuem outra classificação dependendo da posição 
das hidroxilas no carbono quiral mais distante do grupo carbonila (aldeído ou cetona), a 
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posição das hidroxilas neste carbono indica se o monossacarídeo é um monossacarídeo 
D, capaz de desviar a luz para a direita, ou L, capaz de desviar a luz para a esquerda. 
Esta classificação permite diferenciar enantiômeros de uma mesma molécula, conforme 
exemplos na figura 19 (LICHTENTHALER, 2003; NAVARRO et al., 2019). 

Figura 19 – Estrutura química da D-glicose e L-glicose.

Fonte: do próprio autor (2022).

Carboidratos em solução não tendem a permanecer lineares como ilustrado na 
figura anterior. Por questões de estabilidade estes monossacarídeos tendem a formar 
anéis quando presentes em uma solução. A formação do anel ocorre através da ligação 
do carbono anomérico (carbono da carbonila ou carbono 1) com uma das hidroxilas 
da estrutura. Ainda utilizando a glicose por exemplo, essa ligação pode ocorrer entre o 
carbono 1 e o carbono 5, gerando um anel de 6 componentes (1 oxigênio e 5 carbonos) 
conhecido como pirano, ou também entre o carbono 1 e o carbono 4, gerando um anel de 
5 componentes (1 oxigênio e 4 carbonos) conhecido como furano, como demonstrado na 
figura 15 (KHOWALA et al., 2008; RODWELL et al., 2015). 



 
Capítulo 13 106

Figura 15 – Estrutura química da glicofuranose e Glicopiranose.

Fonte: do próprio autor (2022).

Para formar carboidratos mais complexos, há ligação de um monossacarídeo a outro, 
através da ligação glicosídica, uma reação de condensação que, através da remoção de 
água gera estruturas chamadas de dissacarídeos (união de dois apenas monossacarídeos), 
oligossacarídeos (união de dois a dez monossacarídeos) e polissacarídeos (união de 
mais de dez monossacarídeos). Alguns exemplos de oligossacarídeos mais comuns 
são a sacarose (glicose + frutose), a lactose (galactose + glicose) e a maltose (glicose + 
glicose). Como polissacarídeos é possível destacar macromoléculas de reserva energética 
ou de função estrutural como o amido e a celulose, ambos polímeros de glicose que se 
diferenciam a partir do tipo de ligação (α 1-4 no caso do amido e β 1-4 para a celulose). 
Na figura 21 está demonstrado um exemplo das ligações glicosídicas para formação de 
maltose (ligação do tipo α 1-4) e (lactose ligação do tipo β 1-4) (KHOWALA et al., 2008; 
NELSON; COX et al., 2014).
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Figura 21 – Ligações glicosídicas em dissacarídeos.

Fonte: do próprio autor (2022).

Métodos de purificação
A purificação de carboidratos segue sendo um desafio. Entre as biomoléculas sua 

heterogeneidade estrutural, com diferenças baseadas nas orientações espaciais dos átomos 
e não em diferenças nos grupos funcionais, e suas propriedades dos materiais os tornam 
difíceis de alcançar a forma pura. Essas mudanças impossibilitam o desenvolvimento de 
métodos analíticos de alto rendimento para análise de carboidratos e consequentemente 
seu isolamento (NAGY, PENG, POHL, 2017).

Os métodos tradicionais utilizados para extração de carboidratos são fundamentados 
em membranas (ultrafiltração, nanofiltração, diafiltração etc.) ou técnicas cromatográficas 
(cromatografia de exclusão de tamanho, íon cromatografia de troca, etc.). Contudo, esses 
métodos não são seletivos para carboidratos e outros compostos podem ser extraídos. 
Além disso, são métodos demorados e os rendimentos e / ou pureza são baixos (MORENO 
et al., 2014).

Atualmente novas técnicas de extração e purificação vêm surgindo com o intuito de 
aumentar o rendimento e /ou pureza e torná-las mais rápidas. Técnicas como as à base de 
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solvente aprimoradas e ecologicamente corretas, a chamada técnica verde. Essa consiste 
em utilizar solventes verdes, como líquidos iônicos e solventes eutéticos profundos. 
Além de, técnicas avançadas, como extração assistida por ultrassom, extração assistida 
por micro-ondas, extração com líquido pressurizado, extração com fluido supercrítico e 
extração assistida por enzima. Ademais a mistura de diferentes técnicas também vem 
sendo estudadas (MENA-GARCÍA et al., 2019). 

2 . 	OBJETIVOS

a) Produzir e extrair o exopolissacarídeo através de técnicas especializadas a partir 
de microrganismos utilizando 2 meios de cultura diferentes.

b) Produzir etanol a partir de microrganismos.

3 . 	MATERIAIS

a.	 Erlenmeyer (250 mL) 

b.	 Beckers (50 mL e 100 mL) 

c.	 Tubos de Ensaio 

d.	 Alça de inoculação 

e.	 Centrífuga de tubo Falcon 

f.	 Espectrofotômetro 

g.	 Pipetas (1000 mL) 

h.	 Ponteiras (1000 mL) 

4 . 	SOLUÇÕES

a.	 Ácido sulfúrico concentrado 

b.	 Ácido tricloroacético (TCA) 80% 

c.	 Etanol absoluto gelado (4°C) 

d.	 Fenol 5% 

e.	 Leite em pó desnatado 

f.	 Goma acácia 

g.	 Sulfato de amônio 

h.	 Soro de leite 

i.	 Meio MRS
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5 . 	PROCEDIMENTOS

Parte 1. Produção de polissacarídeos a partir de Bactérias Lácticas

1. Dividir em 2 grupos: 1 e 2;

2. Fazer estria das bactérias lácticas em tubos inclinados com MRS;

3. Incubar a 37°C por 24 horas;

4. Preparar 100 mL dos seguintes meios: 

a) Grupo 1: Soro de leite suplementado com 4,5% de goma acácia e 0,4% de 
sulfato de amônio.

b) Grupo 2: Leite em pó desnatado (10% (p/v)) suplementado com 4,5% de 
goma acácia e 0,4% de sulfato de amônio. 

Obs: preparar cada suplemento separadamente do meio de cultivo 

5. Esterilizar os meios de cultivo e os suplementos em autoclave a 20 minutos, 
121°C, 1 atm;

6. Adicionar ao meio estéril os suplementos estéreis (Na capela de fluxo);

7. Transferir uma alçada da bactéria para o meio de cultivo (100 mL);

8. Incubar a 37°C, 24h, 180 rpm;

9. Armazenar o material para a aula seguinte (capítulo 12).

Parte 2. Produção de polissacarídeos a partir de Leveduras

A. Inóculo do ensaio fermentativo para produção de etanol

1. Misturar em 100 mL de meio sintético fermentativo, o inóculo de 1% (m/v) de 
fermento biológico desidratado (levedura comercial – Saccharomyces serevisiae);

2. Imediatamente após inóculo, encaixar o fermentômetro em cada frasco;

3. Pesar o sistema fermentativo em balança semianalítica.

B. Processo fermentativo

1. Pesar o sistema fermentativo a cada 30 minutos, conforme o Quadro 19.

O processo fermentativo será realizado em anaerobiose. A evolução (desprendimento) 
do CO2 produzido durante a fermentação será acompanhada através do uso de um 
dispositivo denominado fermentômetro (PIMENTA et al., 2016) acoplado ao frasco (reator) 
de fermentação. Esse dispositivo possibilita acompanhar o processo fermentativo por meio 
de sucessivas pesagens do conjunto, em intervalos de tempo regulares, sendo a perda de 
peso obtida, decorrente do desprendimento de CO2.
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Data Hora
Peso (g) Diferença

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2
xx/xx/xxx 14:30 381,4 411,2 0,00 0,00
xx/xx/xxx 15:00 378,9 408,5 2,5 2,7
xx/xx/xxx 15:30 376,5 402,0 4,9 9,2
xx/xx/xxx 16:00 372,0 398,0 9,4 13,2

Quadro 19 - Exemplo de anotações de CO2.

Fonte: do próprio autor (2022).

6 . 	QUESTÕES

1. Por que a extração de carboidratos ainda é um desafio?

2. Qual a função do soro de leite e do leite em pó?

3. Qual é a função da suplementação dos meios e por que deve ser feita com os 
componentes citados (goma acácia e sulfato de amônio)

4. Por que é necessário esterilizar todo o material e manter o ambiente estéril 
durante o cultivo?

5. Qual a importância de se controlar a temperatura de crescimento dos 
microrganismos?

7 . 	CURIOSIDADES
A vacinação tem sido um dos mecanismos mais importante para o controle 

e prevenção de doenças infecciosas. Contudo, para algumas Doenças Tropicais 
Negligenciadas, não existem vacinas ou fármacos eficientes capazes de prevenir ou tratar 
essas doenças. Provocada pelo parasito protozoário tripanosomatídeo Trypanosoma cruzi, 
a doença de Chagas está entre os principais problemas de saúde na América Latina. 
Estudos vêm sendo desenvolvidos para criar vacinas contra essas doenças. Um estudo 
do ano de 2018 foi capaz de avaliar a eficácia de vacinas baseadas em carboidratos 
como αGal e rhamnose, presentes na superfície de formas tripomastigotas do T. cruzi, 
acoplados ao bacteriófago modificado Qβ “vírus like particle”, em animais deficientes em 
α1,3-galactosyltransferase (αGalT-KO) que mimetizam o hospedeiro humano na produção 
de anticorpos anti-αGal. Com resultados promissores o estudo é um importante passo para 
o tratamento mais eficiente da doença de Chagas (AZEVEDO, 2018).
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