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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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Nos dltimos anos, varios estudos
relacionados aos polissacarideos tém atraido a
atencéo de quimicos e imunobiologistas devido
as suas propriedades bioativas, incluindo

anticancer, anti-inflamatério antioxidativo,

antitumor e antienvelhecimento, conferindo
resisténcia a fadiga fisica, além de outras
propriedades medicinais. A partir de uma
variedade de cogumelos, um grande numero
de polissacarideos foi isolado, estruturalmente
caracterizados e avaliados em termos de
(GIAVASIS,

2014). Além disso, uma grande quantidade

funcbes bioldégicas e efeitos
de evidéncias tem implicado que quantidade
excessiva de radicais livres de oxigénio, gerados
como subprodutos no processo de metabolismo
celular, sdo considerados importantes agentes
cancer,

causadores de envelhecimento,

doengas cardiovasculares e aterosclerose
(FINKEL; HOLBROOK, 2000). Os carboidratos
apresentam inumeras aplicagdes, as principais

estdo demonstradas no esquema 3.

Satde
Humana

Meio

Carboidratos Ambiente

Esquema 3 — Principais aplica¢des dos
carboidratos.

Fonte: do proprio autor (2022).

Antioxidantes tém sido amplamente

utilizados como aditivos alimentares para
contra a oxidativa

proteger degradacéao

por radicais livres, e ajudar a prevenir

espécies reativas de oxigénio prejudiciais
no corpo humano (YAN et al., 2011). Assim,
o desenvolvimento e utilizacdo de mais

antioxidantes eficazes naturais sdo desejados.



O estudo realizado por Zhang e colaboradores (2016) teve por objetivo contribuir para a
efetiva exploragéo e utilizagdo do composto residual de cogumelo (SMC) produzido pela
espécie Ganoderma lucidum (SMC-G). Foi extraido um polissacarideo soltvel em agua
(GPS) e depois purificadas duas fragcdes (GPS-1 e GPS-2). As condi¢cbes 6timas para a
extracdo do GPS foram otimizadas pelo delineamento fatorial do composto central (CCD), e
o rendimento de GPS atingiu 3,84% com uma propor¢éo de dgua para material de 34,5, um
tempo de precipitagdo de 19,82 h e pH de 7,88. A andlise caracteristica mostrou que o GPS-
1 e o0 GPS-2 eram heteropolissacarideos e possuiam estruturas glicosidicas (-OH, C-H,
C-O e C-O-C). Tanto o GPS quanto as suas fragdes mostraram atividades antioxidantes
potenciais através da remoc¢éo de radicais hidroxilo e 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH),
e aumentando o poder redutor in vitro; e melhorando as atividades de CAT e baixando os
contetdos LPO e MDA in vivo, respectivamente. Os resultados forneceram uma referéncia
para a exploragdo do SMC-G que seria significativa para o desenvolvimento sustentavel da
industria e da agricultura, a protecao do ambiente e a plena utilizacao dos recursos.

O bioetanol tem atraido cada vez mais atencdo como estratégia para redugéo de
gases de efeito estufa (GEE) e para a seguranca energética global. Atualmente, a produgéo
comercial de etanol depende principalmente da fermentacdo de sacarose e glicose. O
Brasil e os Estados Unidos juntos representaram cerca de 84% da producédo mundial de
etanol, usando cana-de-acgucar e milho como matéria-prima, respectivamente (EIA, 2020).
A crescente producao deste combustivel no Brasil e mundo €, entre outros fatores, devido
a alta demanda de mercado. S6 no Brasil, no ano de 2019, o consumo total de etanol foi
de 32,8 bilhdes de litros, apresentando um aumento de 11,1% em relagdo ao ano de 2018
(UDOP, 2020).

Nos ultimos anos, muitos cientistas e organizagdes forneceram algum debate sobre
a industria de etanol a base de milho ou de cana-de-acucar, com relagéo a preocupacoes
de seguranca alimentar (DALBIANCO et al.,, 2020), degradacdo ambiental e outras
questoes (ZHAO et al., 2020). Para superar essas limitagdes, muitos cientistas estdo se
concentrando no desenvolvimento de processos que utilizem matérias-primas novas ou
mais baratas para substituir o milho ou a cana-de-agucar pela producéo de bioenergia
no futuro (DILASCIO et al., 2020). O substrato mais atraente é a biomassa lenhosa, a
partir da qual o bioetanol ou outros produtos de valor agregado podem ser produzidos via
bioconversdo (BARBOSA et al., 2020; TOOR et al., 2020; CHATTOPADHYAY et al., 2018).
Nas ultimas décadas, algumas culturas energéticas, como a erva-graminea (ALEXANDER
et al., 2020), aquaticas Eichhornia crassipes (TEIXEIRA et al., 2019) e residuos agricolas
ou florestais, atrairam cada vez mais atengéo para a bioenergia (CARRILLO-NIEVES et
al., 2020). Embora a biomassa lignocelul6sica seja uma fonte abundante e renovavel para
a producéo de bioetanol, o processo em escala comercial ainda é limitado devido aos



gargalos existentes no pré-tratamento, hidrélise enzimatica, microrganismos robustos, etc.
Os desafios enfrentados pela sociedade devido a dependéncia dos recursos baseados
no petréleo estdo relacionados com a diminuicdo das reservas de combustiveis fosseis.
Como alternativa a substituicdo de recursos fosseis limitados ha, atualmente, um grande
interesse em desenvolver estratégias para a utilizacdo de matérias-primas renovaveis. A
biomassa vegetal é geralmente vista como uma das fontes sustentaveis, uma vez que
€ renovavel, abundante e amplamente distribuida na natureza. A converséo efetiva da
biomassa em biocombustiveis, produtos quimicos e biomateriais tem recebido atencéo
crescente (KOGUT et al., 2021; DILASCIO et al., 2020; REZANIA et al., 2020).

Fungos, microalgas e bactérias podem sintetizar uma grande variedade de
Exopolissacarideos (EPSs), que sao polimeros de carboidratos de cadeia longa.
Particularmente, bactérias lacticas os sintetizam extracelularmente a partir de sacarose
por glucano-sacarases ou intracelularmente por glicosiltransferases de precursores de
nucleotideos de agucar para formar unidades de repeticdo, que sdo entdo montadas e
exportadas para o espago extracelular e tipicamente presentes em produtos lacteos
fermentados (AYYASH et al., 2020). Digno de nota, o EPS-DB compreende apenas
polissacarideos extracelulares compostos de unidades repetitivas (incluindo aquelas com
modificagcdes pods-polimerizacdo. Além das propriedades texturais em produtos lacteos
fermentados, as EPSs podem conferir efeitos benéficos a satde em humanos, incluindo
efeito antitumoral, imunomodulacéo, propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-
inflamatoérias (HASHEMINYA; DEHGHANNYA, 2020), redugédo dos niveis de colesterol e
controle de pressé@o sanguinea. Além de recentemente ter sido aplicado para obtencéao
de matrizes tridimensionais para o cultivo de tecidos humanos (ALCIDES; OLIVEIRA;
BAGAGLI, 2020). Foi estabelecido que as propriedades intrinsecas dos EPSs (por exemplo,
composicéo, ramificagdo, carga, massa molar) séo cruciais para a interacao de proteinas
(ORTEGA et al., 2020; BIRCH et al., 2017) e suas complexa¢des com células bacterianas
séo de grande importancia em (i) propriedades reologicas de produtos lacteos fermentados;
(ii) interacbes pro6 e pré-bidticas; e (iii) formacao de biofilme (KIELAK et al., 2017). Essas
associagdes intermacromoleculares sé@o altamente especificas e impulsionadas por
ligacdes de hidrogénio, forcas eletrostaticas e ibnicas (AYYASH et al., 2020; ORTEGA et
al., 2020). Isso enfatiza a importancia do conhecimento estrutural do EPS para a adequada
descricdo e compreensao das propriedades de tais complexos.

Os EPEs apresentam inumeras aplicagcbes ambientais, tais como formacado e
estabilizacdo de biofilmes, principalmente devido as suas propriedades interessantes e
tecnofuncionais (ORTEGA et al., 2020). No estudo realizado por Kielak e colaboradores



(2017), os EPS acidobacterianos das cepas WH15 e 5B5 pertencentes a Granulicella sp.
foram caracterizados como heteropolissacarideos contendo manose, glicose, galactose e
xilose como principais componentes monossacarideos. Além disso, os EPSs apresentaram
melhores propriedades bioemulsificantes em relagcdo a xantana. A alta estabilidade das
duas EPS em relagédo a exposicéo a temperatura e ao tempo demonstra claramente o seu

potencial para aplicagdes em condigcbes ambientais extremas.

a) Quantificar o Exopolissacarideo extraido a partir de microrganismos.
b) Quantificar o etanol produzido pelos microrganismos

c) Determinar a estequiometria do processo de produgéo de etanol conduzido

a. Erlenmeyer (250 mL)

b. Beckers (25, 50 mL e 100 mL)
c. Levedura comercial

d. Fermentdmetro

e. Balao de fundo redondo (500 mL)
f.  Tubos de Ensaio
g. Tubos Eppendorf e Falcon
Tubo cbnico de 50 mL
i.  Centrifuga para tubo Eppendorf e Falcon
j.  Espectrofotdmetro
k. Pipetas (1000mL)
I.  Ponteiras (1000mL)
m. Balanga semianalitica
n. Manta aquecedora
0. Termbmetro
Coluna de destilagdo fracionada
Condensador
r.  Alcoometro
s. Banho-maria

t.  Vortex



a. Solucao de glicose

1. Centrifugar o mosto a 5000 g por 10 minutos;

2. Adicionar em um microtubo de 2 mL, 100 pyL de amostra centrifugada, em triplicata;
3. Adicionar ao tubo com as amostras, 200 pL do reagente DNS;

4. Fazer a curva padrédo do DNS, conforme Quadro 15.

5. Incubar em banho-maria a 100°C, por 5 minutos, as amostras e a curva padrao;
6. Adicionar 1,5 mL de agua;

7. Homogeneizar em vortex;

8. Fazer a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm;

9. Construir a curva de calibragéo a partir da leitura da curva padréo, langando nas
abscissas as concentragdes de glicose e os valores de absorbancia nas ordenadas.

10. Utilizar a equacéo da reta (Abs = a x [glicose]) para calcular a quantidade de
Acucares Redutores (exopolissacarideo).

Amostra [Glicose] g/L Glicose 0,5 g/L (uL) Agua (uL)
1 0,0 0 100
2 0,1 20 80
3 0,2 40 60
4 0,3 60 40
5 0,4 80 20
6 0,5 100 0

Quadro 20 - Quantidades de agua e D-glicose para curva de calibragdo do DNS.

Fonte: do proprio autor, 2022.



1. Montar o sistema de destilagdo composto por: manta aquecedora, baléo de fundo
redondo de 500 mL, termometro, coluna de destilagéo fracionada, condensador e
frasco receptor.

2. Transferir o mosto fermentado, com volume previamente determinado, para o
baldo.

3. Manter a temperatura da manta ajustada em 90°C para possibilitar a destilagéo da
mistura azeotrépica (etanol-agua).

4. Medir, ap6s a destilacdo, o volume recuperado de solugao alcodlica.
5. Determinar o teor alcéolico.
6. Calcular o rendimento do processo de destilagcdo (Quadro 15).

7. Determinar o rendimento alcodlico do processo global (Quadro 15).

1. Utilizar os valores obtidos de CO, para estimar o etanol produzido através do
célculo baseado na estequiometria do processo fermentativo, onde para cada
mol de glicose consumido sdo produzidos dois mols de etanol e dois mols de CO
(Quadro 16).

2

2. Quantificar novamente, ao final do processo fermentativo, a concentragédo de
acucares

3. Determinar o teor alcoodlico através da leitura do alcobmetro.

COZDeWH—m 381,4-378,9=25

CO, (g/L) (1000 X CO,; . eniao) + VOI. Total mosto (1000 x 2,5) +200 = 12,5 g/
Etanol teérico (g/L) (CO,g/L x0,511) + 0,489 (12,5 x 0,511) + 0,489 = 13,06 g/L

Etanol % (v/v) 13,06 + 10 =1,31 1,31 + 0,789 = 1,66

Quadro 21 - Calculo de etanol equivalente.

Fonte: do préprio autor (2022).

1. Qual a importancia de o processo ser realizado na auséncia de oxigénio?

2. Por que é importante pesar todo o sistema fermentativo em intervalo de tempo?




3. Qual a relagé@o da quantidade de glicose consumida com o rendimento da reacéo?
4. Qual a fungéo do reagente DNS?

5. Qual aplicagéo pratica da producao de carboidratos por leveduras?

Que as guloseimas, balas, pudim, milkshake, sorvete, geleias, sdo deliciosas
ninguém pode negar e apresentam textura macia, cremosa e leve. A indUstria de alimentos
possui um grande arsenal de aditivos que s&o usados para melhorar a sensag¢ao na boca,
textura, sabor e a vida Gtil dos produtos, muitos desses aditivos séo de origem bacteriana,
sendo os mais utilizados os exopolissacarideos. Os exopolissacarideos sao semelhantes
as geleias. A indUstria os chama de geleias bacterianas. S&o eles que dao a textura nessas
guloseimas, incrivel nao € mesmol!
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