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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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O termo Biosseguranca € complexo,
interdisciplinar e pode variar de acordo com o
contexto no qual esta inserido. De maneira geral,
a Biosseguranca, segundo a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é o conjunto
de medidas destinadas a prevenir, minimizar
ou eliminar riscos inerentes as atividades de
laboratérios, seja ele de pesquisa, ensino,
desenvolvimento tecnoldgico ou prestacéo de
servigos, que possam comprometer a saude
dos profissionais e meio ambiente (ANVISA,
2013). Isso significa dizer que a biosseguranca
esta intimamente ligada as acbes tomadas
no ambiente laboratorial, que irdo garantir a

seguranca e integridade fisica tanto pessoal,
quanto ambiental, e a qualidade dos resultados.

O Brasil possui duas vertentes de
biosseguranca. A biossegurancga legal trata de
assuntos ligados a Organismos Geneticamente
Modificados e células tronco, e a Biosseguranca
praticada, que sera abordada aqui, abrange os
riscos quimicos, fisicos, biolégicos, radioativos,
ergondmicos e de acidentes que podem ocorrer
em ambientes laboratoriais (SANGIONI et al.,
2013).

Ambientes laboratoriais universitarios
que sao utilizados para aulas praticas e
também para pesquisa, apresentam agentes
de risco, sendo dessa forma necessario aos
usudrios agirem baseados nos principios da
biosseguranca. Estes riscos sdo avaliados em
fung@o dos tipos de agentes e atividades a
serem realizadas, e, mediante essa avaliacédo
pode ser classificado em 4 niveis: NB-1; NB-
2; NB-3 e NB-4. Os niveis de biosseguranca
sao utilizados para definir, de forma crescente,
0os graus de contencdo e complexidade de
protecdo que o ambiente deve ter. E utilizado a
combinagao das praticas e técnicas laboratoriais
com os elementos de contencdo, que séo as
barreiras primarias, também conhecidas como
EPIs e EPCs, e barreiras secundarias que estao
relacionadas a estrutura fisica em si (ANVISA,

2013).

As atividades realizadas em laboratério



requerem do usuario uma série de cuidados, justificada pelo risco a saude, em funcao
do possivel manuseio de material biolégico contaminado, bem como a utilizacdo de
vidrarias, equipamentos e produtos quimicos (KUMAR, 2015). Na pratica, as normas e
procedimentos visam facilitar a compreenséo e aplicagdo de metodologias mais seguras,
baseadas no trabalho rotineiro do laboratério, que pode ser considerada sinénimo de uma
boa técnica. Vale ressaltar que ndo ha cabine de seguranca biol6gica, nem qualquer outro
equipamento e procedimento que por si sé seja capaz de garantir a seguranca, a nao ser
que seus usuarios apliquem técnicas seguras baseadas na informacao e compreensao da
biosseguranca (ANVISA, 2005).

Com o inicio da Revolucéo Industrial, a satde e a seguranca do trabalhador tinham
pouca relevancia. Com o aumento da producgéo, houve um aumento de lesbes e mortes
dos trabalhadores, surgindo a necessidade do desenvolvimento de solugbes de protecéo
ao trabalhador (SEIDEL, 2012).

Os acidentes séo evitados com a aplicagdo de medidas especificas de seguranga,
selecionadas de forma a estabelecer maior eficacia na pratica. As prioridades séo:
eliminagdo do risco; neutralizagdo do risco e sinalizagdo do risco (SANTOS, 2017). As
medidas de protecdo existentes em um laboratério sédo classificadas como barreiras
primarias e secundarias. Dentre as barreiras primarias estdo os equipamentos de protecéao
individual (EPIs) e os equipamentos de protecéo coletivo (EPCs), que podem reduzir ou
eliminar a exposi¢do individual a agentes potencialmente perigosos (REIS; GALINDO,
2020). As barreiras secundarias constituem-se de medidas especificas para infraestrutura
predial e instalagdes do laboratério (MIGUEL et al., 2017).

A fim de proteger a integridade fisica do trabalhador é necessario a utilizagcdo dos
EPIs que podem ser dispositivos ou produtos, de uso individual, a serem utilizados pelo
empregado, sendo destinados a protecé@o de riscos suscetiveis de ameacar a seguranca
e a saude no trabalho. O seu fornecimento ao trabalhador € uma obrigagdo da empresa,
deve ser fornecido gratuitamente e estar a disposicdo em numero suficiente nos postos
de trabalho, devendo ainda apresentar o Certificado de Aprovacgéao (C.A.), fornecido pelo
fabricante ou importador (DE CASTRO; ANDRADE, 2012; SEIDEL, 2012; BRASIL, 2021).
Exemplos de EPIs estdo demonstrados na figura 1.

Os EPIs somente devem ser providenciados quando as medidas de ordem coletiva
e/ou administrativas ndo forem suficientes para eliminar ou minimizar os riscos aos quais
os trabalhadores estdo expostos. Quando definido por seu uso, devem ser atendidas todas
as exigéncias estabelecidas na Norma Regulamentadora NR-06, onde € determinada a
natureza da protecdo a ser adotada conforme as seguintes necessidades: prote¢cdo da

cabeca; protecéo dos olhos e face; protecao auditiva; protegéo respiratoria; protecdo do



tronco; protecdo dos membros superiores; protecdo dos membros inferiores; protecao
do corpo inteiro; protecdo contra quedas com diferenga de nivel (FILHO; GREGORIO;
PORCIUNCULA, 2017).

As medidas de protecdo coletiva devem ser priorizadas conforme determina a
legislacdo de Seguranca e Medicina do Trabalho. Os EPCs sédo aqueles que possibilitam
a protecdo do trabalhador e do meio ambiente em uma determinada area, como por
exemplo: sistema de exaustdo (elimina gases, vapores ou poeiras contaminantes);
autoclaves (equipamento responsavel por fazer esterilizagcdo de objetos resistentes a
altas temperaturas e vapor intenso); cabines de seguranca bioldgica (equipamentos com
sistema de filtracdo de ar que protegem o trabalhador durante a manipulagédo de materiais
biolégicos); chuveiro de emergéncia e lava-olhos (para acidentes com produtos quimicos
ou com material biolégico que pode ser acionado para minimizacdo de danos no corpo
ou olhos); extintores de incéndio (em caso de incéndios), entre outros (SANTOS, 2017;
MIGUEL et al., 2017; REIS; GALINDO, 2020). Exemplos de EPCs estdo demonstrados na
figura 2.

Figura 1 - Equipamentos de Proteco Individual. A: Protetor facial; B: Oculos de protegéo; C:



Mascara Pff2; D: Respirador semifacial; E: Luva de procedimento; F: Luva nitrilica e G: Luva
criogénica.

Fonte: do préprio autor (2022).

B !b [EXTINTOR !

Figura 2 — Equipamentos de Protecdo Coletiva. A: Chuveiro Lava olhos, B: Extintor de incéndio.
C: Cabine de seguranga biolégica.

Fonte: do préprio autor (2022).

Boas Praticas e Seguranca em Laboratério

Conforme definido pelo Inmetro Norma n° NIT-DICLA-035-10/2019, o termo
boas praticas em laboratdrio € um conjunto de pequenas normas (regras) e orientacoes
relacionadas a conduta de trabalho no ambiente laboratorial. As orientacbes para a
atividade de reconhecimento de conformidade das Boas Praticas de Laboratério (BPL) séo
um sistema de qualidade que abrange o processo organizacional e as condi¢bes de estudos
relacionados a salude, seguranga e ao meio ambiente, que sdo planejados, desenvolvidos,
monitorados, registrados, arquivados e relatados. Com base no exposto, pode-se perceber
que os principios basicos de BPL séo destinados a orientar e garantir seguranca as pessoas
que 0s executam e ao ambiente em que séo realizados, de maneira a garantir a qualidade,



reprodutividade e integridade dos dados gerados. O Quadro 1 apresenta os principios da
BPL para laboratérios de pesquisa e de aulas praticas.

+ Conhecer e aplicar os principios de BPL;
- O manipulador devera seguir as normas e regras estabelecidas pelo laboratorio;

» Aunidade operacional deve ter dimensao adequada aos trabalhos que nela se pretende realizar
e ter temperatura ambiente controlada, tendo em vista as caracteristicas dos ensaios realizados
e equipamentos nela existentes.

» Acirculacao de pessoas deve ser controlada, reduzida ao menor fluxo possivel a fim de evitar
contaminacgéo e acidentes.

+ Verificag@o das instalagdes elétricas antes da sua utilizagdo, para que estas sejam mantidas em
perfeitas condicdes e nédo prejudique a satde do analista;

» Consultar sempre os POP’s evitando assim, cometer erros em procedimentos analiticos,
comprometendo a confiabilidade dos resultados;

+ Assinar e datar todos os registros e relatérios para indicar sua responsabilidade pelos dados e
uso de equipamentos;

+ Comunicar prontamente ao técnico/professor da unidade operacional quaisquer desvios
verificados através das anélises;

- Comunicar ao técnico/professor da unidade operacional quaisquer alteracées relevantes do
estado de salde que eventualmente possam ocorrer;

+ Usar roupas que nao sejam de tecido sintético, jalecos devem ser de mangas compridas, longos
(até o joelho), com punhos justos, com abertura frontal, providos de botoes de presséo ou velcro
e sem bolsos na parte superior;

+ Retirar qualquer adorno/adereco, tais como reldgios, aliangas e brincos, antes de iniciar os
trabalhos;

+ Usar EPI’s apropriados as operagdes que apresentam riscos potenciais;

-+ Evitar uso de lentes de contato, quando estiver trabalhando em laboratérios, pois essas podem
provocar irritagao nos olhos quando em contato com vapores corrosivos;

» Higienizar e esterilizar as maos antes de iniciar os trabalhos em laboratorios e ap6s deixar a
unidade operacional;

+ Manter o laboratério sempre limpo e organizado. Gavetas e portas de armarios abertas, além de
serem risco potencial de acidentes, permitem que poeira e outras sujidades entrem em contato
com vidrarias, utensilios e reagentes, podendo contamina-los.

» Todo usuério deve conhecer a exata localizagéo da caixa de primeiros socorros e do extintor de
incéndios e bem como a maneira correta de utiliza-los;

+  Em caso de contato de produto quimico com os olhos, boca ou pele deve-se lavar a area afetada
imediatamente com agua e em seguida o individuo deve comunicar imediatamente ao técnico/
professor da unidade operacional, mesmo que nao haja danos pessoais ou materiais;

+ Jamais pipetar qualquer substancia, nem mesmo amostra com a boca. O uso de pipetadores é
indispensavel;

» Os equipamentos em funcionamento devem ficar sob vigilancia constante. Nunca deixar o
laboratério se algum equipamento estiver em operacéo;

+ Seguir todas as normas de segurancga estabelecidas para a unidade operacional, reduzindo
assim o risco de acidentes que poderiam causar danos as pessoas e ao meio ambiente.

Quadro 1 - Principios das Boas Praticas de Laboratério para laboratérios de pesquisa e de
aulas préticas.

Fonte: Fiocruz (2013); Inmetro (2019).



O usuéario deve entrar no laboratorio sempre ciente dos procedimentos que realizara
(estudar os procedimentos das aulas com antecedéncia seguindo o que lhe foi orientado),
tomando muito cuidado ao manusear os equipamentos e materiais do laboratério. Existindo
qualquer duvida, ndo se deve prosseguir. Deve-se pedir ajuda, recorrer aos técnicos e
profissionais mais experientes e ao supervisor imediato. E dever de todos prezar pelo uso
adequado e correta conservacao dos equipamentos e instalacdes.

Nenhum trabalho é tdo importante e urgente que ndo possa ser planejado e
executado com seguranga. O risco de acidente é maior quando nos acostumamos a
conviver com o perigo e achamos que ele faz parte da nossa atividade. Planejar bem o seu
experimento, o seu dia de trabalho e a sua técnica a ser executada minimiza os erros, evita
o retrabalho, implementa qualidade e promove assertividade nas suas técnicas. A pratica
em laboratoério, seja em nivel profissional, seja em nivel de aprendizado, exige que regras
de segurancga e boas praticas sejam rigorosamente seguidas. Os acidentes, tomando as

devidas precauges, podem ser evitados, ou ter suas consequéncias minimizadas.

As préticas executadas nos laboratérios de pesquisa e ensino geram constantemente
diferentes residuos, sendo que esses apresentam muitas vezes carater de alta toxicidade
e patogenicidade, devendo ser ao final das atividades segregados adequadamente. Esses
residuos, quando manejados de forma inadequada, podem resultar em acidentes com
riscos a saude e ao meio ambiente.

O gerenciamento de residuos € regulamentado pela resolugdo do Conselho
Nacional do Meio Ambiente - CONAMA e pela ANVISA, a qual assumiu a competéncia
legal de regulamentar os procedimentos internos dos servicos de saude. De acordo
com a Legislagdo Ambiental os efluentes devem ser descartados conforme pardmetros
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005 e Resolugdo CONAMA n° 430/2011,
e 0s residuos sélidos devem obedecer ao estabelecido na norma ABNT NBR 10.004/2004
(Comissao de ensino Técnico do CRQ-1V, 2012).

A Resolugdo — RDC n° 222, de 28 de margo de 2018 da ANVISA regulamenta
as Boas Praticas de Gerenciamento dos Residuos de Servicos de Saude (GRSS), a
qual é constituida de procedimentos de gestdo. Estes procedimentos séo planejados e
implementados a partir de bases cientificas, técnicas, normativas e legais, com o objetivo
de minimizar a produgéo de residuos e proporcionar um encaminhamento seguro, de forma
eficiente, visando a protecao dos trabalhadores, e a preservagédo da saude, dos recursos
naturais e do meio ambiente. A tabela 1 ilustra a classificagao de residuos de acordo com
a RDC 222/2018.



Grupo Caracteristica

A Residuos Biologicos

B Residuos Quimicos

C Residuos Radioativos

D Residuos Comuns

E Residuos perfurantes, cortantes e abrasivos

Tabela 1 - Classificagdo de residuos.
Fonte: Adaptado de ANVISA (2005).

A classificagdo dos residuos permite conhecer e identificar os residuos gerados

em decorréncia das atividades desenvolvidas nos diversos ambientes laboratoriais, e

fornecer subsidios para a implementacéo e elaboragédo de um gerenciamento correto. Os

residuos laboratoriais devem ser corretamente separados, e posteriormente recolhidos por

uma empresa credenciada, para tratamento adequado. Os residuos devem passar pelas
seguintes etapas de acordo com a RDC 222/2018:

| — Segregacéo - consiste na separacéo dos residuos no momento e local de sua

geracdo, de acordo com as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas, o seu
estado fisico e os riscos envolvidos.

Il — Acondicionamento - consiste no ato de embalar os residuos segregados, em
sacos ou recipientes que evitem vazamentos e resistam as agbes de punctura e
ruptura.

Il - Identificacdo e Rotulagem - consiste no conjunto de medidas que permitem
o reconhecimento dos residuos contidos nos sacos e recipientes, fornecendo
informacdes ao correto manejo dos mesmos (Quadro 2).

IV — Transporte - consiste no traslado dos residuos dos pontos de geracdo até
local destinado ao armazenamento temporario ou armazenamento externo com a
finalidade de apresentacao para a coleta;

V - Armazenamento temporario - consiste na guarda temporaria dos recipientes
contendo os residuos ja acondicionados, em local proximo aos pontos de geracgéo;

VI — Tratamento - consiste na aplicacdo de método, técnica ou processo que
modifique as caracteristicas dos riscos inerentes aos residuos, reduzindo ou
eliminando o risco de contaminacéo, de acidentes ocupacionais ou de danos ao

meio ambiente.
Com relagdo ao acondicionamento e identificagdo, conforme a Resolugdo RDC
222/2018 da ANVISA, os residuos devem ser separados, identificados e quando necessario
submetidos a tratamentos requeridos para o posterior descarte. Esses residuos podem ser



classificados ainda, conforme o Quadro 2.

Residuos do Grupo A — Bioldgicos: Todo recipiente para descarte
de residuo bioldgico deve estar identificado. A substituicdo do
saco de lixo deve ocorrer sempre que o residuo atingir 2/3 de
sua capacidade. Necessidade de tratamento prévio através de
esterilizagéo por calor umido.

Simbolo internacional de risco
biolégico

AR

Fonte: google imagem

Residuos do Grupo B — Quimicos: Para evitar acidentes, deve
ser respeitada a compatibilidade quimica dos residuos, os quais
devem ser separados por grupos, liquidos inorganicos, liquidos
organicos halogenados, liquidos organicos nao-halogenados,
solidos e metais pesados. Tratamento prévio especificos como
neutralizacéo e/ou inativacéo.

Simbolo de risco de acordo
com a NBR 7500 da ABNT

Fonte: google imagem

Residuos do Grupo C — Residuos Radioativos: Os residuos
radioativos sdo quaisquer materiais resultantes de atividades que
contenham radionuclideos. A segregagéao dos rejeitos radioativos
deve ocorrer no momento de sua geragao.

Simbolo internacional de
radiagao ionizante

AA
a

Fonte: google imagem

Residuos do Grupo D — Residuos Comuns: S&o os residuos que
nao apresentam risco biolégico, quimico ou radiol6gico a satde
ou ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos residuos
domiciliares.

Simbolo de reciclagem

[ 3 J
s

Fonte: google imagem

Residuos do Grupo E — Residuos Perfurocortantes: Os residuos
perfurocortantes devem ser descartados separadamente no
laboratério, imediatamente ap6s sua geracao, em recipientes de
paredes rigidas, resistentes a ruptura e vazamento, com tampa,
devidamente identificados pela inscricdo “PERFUROCORTANTE”
e acrescidos dos riscos adicionais quimicos e/ou radiolégicos.

Simbolo de residuos
perfurocortantes

RESIDUO PERFUROCORTANTE
Fonte: google imagem




Quadro 2 - Classificagao dos residuos e simbologia.
Fonte: Adaptado de ANVISA (2005).
Finalmente, o Programa 5 Rs pode ser utilizado na anélise dos residuos produzidos

em laboratérios, como um despertar para a minimizagao da gera¢do, como mostrado no
quadro 3 (UFFC, 2015).

REPENSAR RECUSAR REDUZIR REUTILIZAR RECICLAR
Refletir sobre a Evitar consumo Evitar Evitar jogar Transformar
necessidade e desnecessario desperdicios, na lixeira o materiais usados
os padrdes de e produtos que consumir que nao ¢ lixo. em matérias-
consumo, bem gerem impactos menos, preferir Reaproveitar primas para
como a forma ambientais produtos com tudo o que outros produtos

de descarte significativos. menor potencial for possivel. por meio de

adotado. de geragédo de Ser criativo na processos
residuos e maior utilizagéo dos industriais ou
durabilidade. produtos artesanais

Quadro 3 - Descri¢cao dos Principios dos 5R’s.

Fonte: UFFS, 2015.

1. Descreva os requisitos de seguranca e contencgéo para cada nivel de biosseguranca
(NB-1 ao NB-4).

2. O que sao boas praticas de laboratério e qual 6rgdo é responsavel pela
determinacéo dessas boas praticas de laboratério?

3. As préaticas executadas nos laboratérios de pesquisa e ensino geram
constantemente diferentes residuos, sendo o laboratério responsavel pelo correto
gerenciamento de todos os residuos produzidos. Quais séo as etapas de manejo de
Residuos de acordo com RDC 222/20187?

4. Quem é responsavel pela indicagdo do equipamento de protecdo correto para
cada tipo de trabalho?

Recentemente,

rumores

relacionados a biosseguranga estiveram em cena

no imaginario popular e em teorias da conspiracdo, todos eles relacionados a este
questionamento: teria o virus SARS-CoV-2, causador da COVID-19, sido gerado em um

laborat6rio de Wuhan, na China, e dele escapado proposital ou acidentalmente?

As comparacdes iniciais, buscando elucidar a origem do virus revelaram que o SARS-
CoV-2 é aproximadamente 79% semelhante ao SARS-CoV no nivel de nucleotideos. Claro,



os padrbes de similaridade variam muito entre os genes, e 0 SARS-CoV e o SARS-CoV-2
exibem apenas ~ 72% de similaridade de sequéncia de nucleotideos na proteina spike (S),
a glicoproteina de superficie chave que interage com os receptores da célula hospedeira
(Lu et al.,, 2020). A anélise genébmica comparativa foi muito auxiliada pela disponibilidade
de um virus relacionado de um morcego Rhinolophus affinis (i.e., horseshoe) amostrado
na provincia de Yunnan, China, em 2013 (ZHOU et al., 2020). Este virus, denominado
RaTG13, é ~96% semelhante ao SARS-CoV-2 no nivel da sequéncia de nucleotideos.
Apesar desta semelhanga de sequéncia, SARS-CoV-2 e RaTG13 diferem em uma série
de caracteristicas genémicas principais, provavelmente a mais importante das quais é
que SARS-CoV-2 contém uma insercéo de sitio de clivagem polibasica (furina) (residuos
PRRA) na juncéo das subunidades S1 e S2 da proteina S (COUTARD et al., 2020).

O dominio de ligagao ao receptor (RBD) na proteina spike € a parte mais variavel
do genoma do coronavirus. Seis aminoacidos RBD mostraram ser criticos para a ligagéo
aos receptores ACE2 e para determinar a gama de hospedeiros de virus semelhantes ao
SARS-CoV. Com base em estudos estruturais e experimentos bioquimicos, o SARS-CoV-2
parece ter um RBD que se liga com alta afinidade a ACE2 de humanos, furbes, gatos e
outras espécies com alta homologia de receptor. Embora as anélises acima sugiram que o
SARS-CoV-2 pode se ligar a ACE2 humano com alta afinidade, as analises computacionais
preveem que a interagcdo nao € ideal e que a sequéncia RBD é diferente daquelas mostradas
no SARS-CoV como sendo ideal para ligagédo ao receptor. Assim, a ligagao de alta afinidade
da proteina spike SARS-CoV-2 ao ACE2 humano é muito provavelmente o resultado da
selecdo natural em um ACE2 humano ou semelhante ao humano que permitiu o surgimento
de outra solugéo de 6tima ligacdo. Esta € uma forte evidéncia de que o0 SARS-CoV-2 néo é
produto de manipulag&o intencional (ANDERSEN et al., 2020). E importante ressaltar que
uma (s) insercéao (6es) independente (s) dos aminoacidos PAA no local de clivagem S1 /
S2 foi observada recentemente em um virus (RmYNO02) amostrado em meados de 2019
de outro morcego Rhinolophus na provincia de Yunnan, indicando que esses eventos de
insercéo refletem uma parte natural da evolugdo continua do coronavirus (ZHOU et al.,
2020).

E improvavel que o SARS-CoV-2 tenha surgido por meio da manipulagéo laboratorial
de um coronavirus semelhante ao SARS-CoV. Como observado acima, o RBD de SARS-
CoV-2 é otimizado para ligacdo a ACE2 humano com uma solucéo eficiente diferente das
previamente previstas. Aléem disso, se a manipulagéo genética tivesse sido realizada, um
dos varios sistemas de genética reversa disponiveis para betacoronavirus provavelmente
teria sido usado. No entanto, os dados genéticos mostram de forma irrefutavel que o SARS-
CoV-2 néo ¢ derivado de qualquer backbone de virus usado anteriormente. Em vez disso,
sé@o propostos dois cenarios que podem explicar de forma plausivel a origem do SARS-
CoV-2: (i) selecao natural em um animal hospedeiro antes da transferéncia zoonética; e



(i) selecéo natural em humanos apo6s transferéncia zoonoética. Também foi discutido se a
selecdo durante a passagem poderia ter dado origem ao SARS-CoV-2 (ANDERSEN et al.,
2020). Embora os morcegos sejam provavelmente os hospedeiros reservatérios para este
virus, sua separacéo ecoldgica geral dos humanos torna provavel que outras espécies de
mamiferos atuem como hospedeiros “intermediarios” ou “amplificadores”, dentro dos quais
0 SARS-CoV-2 foi capaz de adquirir algumas ou todas as mutagdes necessarias para uma
transmissao humana eficiente (ZHANG; HOLMES, 2020).
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Solugdo é uma mistura homogénea
de uma ou mais substancias. Geralmente
0 componente em maior quantidade €& o
solvente, aquele em menor quantidade é o
soluto. A concentragcdo de uma solucdo indica
a quantidade de soluto dissolvido em um
volume particular de solugéo e, neste sentido,
o0 comportamento da solucdo depende da
natureza do soluto e da sua concentrag@o. A
concentracdo em quantidade de matéria de
uma solucao (C) é utilizada para designar uma
certa quantidade de matéria do soluto dissolvida
em certa quantidade de matéria de solvente.
Os maiores e melhores exemplos de solugdes
sdo as aguas do mar (isenta de particulas), o ar
(livre de fuligem e outros poluentes) e os fluidos
biolégicos como o plasma sanguineo.

As solucbes tampdes podem ser
preparadas por adicdo de base forte, como
NaOH 0,5M, para uma quantidade calculada
de &cido fraco de acordo com a equagdo de
Handerson-Hasselbalch ou por misturas de
quantidades calculadas de &cido fraco e de base
forte. A escolha do acido fraco para funcionar
como tampéo levara em consideragédo o valor
do pKa e da concentracdo (WILSON; WALKER,

2010).

Uma férmula geral pode ser utilizada para
preparo de solugdes, conforme formula 1. Deve-
se resolver a formula a partir de duas regras de
trés para inicialmente acertar a concentragao
e apobs, acertar o volume necessario para a
solugéo desejada. O dado obtido da primeira
regra de trés é usado para a segunda regra de
trés.

Mr (massa molecular relativa) --- 1 M
(mol/L) ----- 1000 mL.

(Férmula 1)

1°Regradetrés—acertaraconcentracgao.

) Concentragéo que se deseja
preparar (Y)



2° Regra de trés — acertar o volume.
Y (obtido da 1® regra de trés ------------ 1 000 mL

Z massa necessario

O valor em Z serd a massa necessaria para se pesar e preparar a solugdo, de
acordo com a concentragdo e o volume proposto.
OBS: Atencao para as ordens de grandeza das concentracdes e volumes. Todos

devem estar ajustados na férmula.

As vidrarias e equipamentos comumente usadas no preparo de solugcdo estédo
demonstras na figura 3.

Figura 3 — Equipamentos e vidrarias para preparo de solugdes. A: Becker de vidro graduado;
B: Balao volumétrico de fundo chato; C: Bastao de vidro; D: Pisseta; E: Pipeta graduada; F:
Balanga semianalitica; G: Espatula para pesagem; H: Funil de Vidro e I: Cadinho de porcelana.

Fonte: do proprio autor (2022).



Preparar solugcdes a partir de reagentes solidos e liquidos.
Reconhecer as vidrarias volumétricas utilizadas no preparo de solugdes.

Realizar calculos envolvendo concentragéo de solugdes.

+  Béqueres de 100 mL

+  Baldes volumétricos de 100 mL e 50 mL
+ Bastbes de vidro

«  Frasco lavador (ou pisseta)

+  Funil de vidro

+ Balanga analitica

- Espatulas

+  Cadinhos para pesagem

+  Pipetas automaticas ou pipetas volumétricas

«  Cloreto de sodio PA,
+  Fosfato de potassio monobasico PA,
«  Fosfato de sodio bibasico PA

«  Acido Cloridrico PA

Cada grupo devera preparar as solugdes listadas abaixo, demonstrando os calculos
necessarios e o procedimento operacional padrdao (POP).

a. Preparar 50 mL de solucgéo salina, NaCl 0,001%
b. Preparar 100 mL de Tampéo Fosfato pH 5,8
c. Preparar 50 mL de solu¢gdo HCL 1 mM



1. Calcular a massa necesséria de NaCl para preparar uma solu¢éo de 50 mL de
NaCl 0,001%. Atentar-se para a pureza durante o calculo;

2. Utilizar uma espatula e um cadinho de pesagem para transferira massa pesada;

3. Transferir o NaCl pesado para um béquer de 100 mL, contendo aproximadamente
25 mL de H20 destilada e dissolver com auxilio de um bastao de vidro;

4. Transferir com cuidado a solug¢éo para o baléo volumétrico de 50 mL;

5. Adicionar o solvente até que o volume da solugdo atinja a marca indicativa no
gargalo do baldao (menisco);

6. Preparada a solucdo, homogeneizar invertendo-se o baldo volumétrico (bem
tampado) varias vezes.

1. Calcular a partir da equagdo de Handerson-Hasselbalch, as quantidades
necessarias de fosfato de potassio monobasico e de fosfato de s6dio dibasico para
produzir 100 mL de tampa&o fosfato na concentragéo de 0,05 mol/L, pH 5,8. Atentar-
se para a pureza durante o calculo;

2. Solugéo A: Preparar 50 mL de solug&o aquosa de fosfato de potassio monobasico
a 0,1 mol/L (13,8 g/L, monohidratado, P.M.: 138,0);

3. Solugéo B: Preparar 5 mL de solu¢éo aquosa de fosfato de sodio bibasico a 0,1
mol/L (26,8 g/L, heptahidratado, P.M. 268,0);

4. Misturar em um balédo volumétrico de 100 mL, os volumes de 46,0 mL da solugéo
A e 4 mL B calculados com base nas tabelas de preparo de tampdes, completar o
volume. O pH devera estar em 5,8.

1. Calcular a quantidade de &cido cloridrico necessaria para o preparo de 50 mL de
uma solugdo 1 mM, considerando-se que a solugao estoque de HCI (1 L = 1,19 kg;
37,0 % p/p). Atentar-se para a pureza durante o calculo.

2. Adicionar uma pequena quantidade de agua destilada no baldo volumétrico,
transporte para a capela de exaustdao e adicione o volume de &cido cloridrico
calculada;

3. Completar o volume com agua destilada até a marca de aferigéo;



4. Transferir a solugcao que preparada para um recipiente adequado;

5. Rotular o recipiente no qual a solu¢do que vocé preparou ficara armazenada.

1. Em laboratério, um estudante misturou 40 mL de uma solugéo de HCI 0,8 mol/L
com 74 ml de uma solugédo 0,2 mol/L de hidroxido de sédio em um baldo volumétrico.
Em seguida, completou o volume do baldo volumétrico com agua destilada. Qual é a
concentracdo molar do sal na solugao resultante aproximadamente?

2. No preparo de uma solugcéo aquosa, foi usado 0,4 g de cloreto de sédio como
soluto. Sabendo que a concentragdo da solugdo resultante é de 0,05 moliL,
determine o volume final

3. Qual a caracteristica principal das solu¢bées tampéo e qual sua fun¢ao?

4. Quais fatores devem ser levados em consideragéo para escolha dos componentes
da solugéo tampéao?

Vocé sabia que é possivel cultivar plantas e hortalicas sem a necessidade de terra,
agrotoxicos, luz solar e regar regularmente? A startup mineira Horta Magica® com sua ideia
disruptiva e revolucionaria tem conquistado o cora¢dao dos moradores de grandes centros
urbanos com sua tecnologia. Por meio de um dispositivo eletroeletrénico, com tecnologia
avancgada de nanoirrigacao e aerocultura que economiza até 99% da dgua, capaz de cultivar
até 80 plantas em um espago de 50 cm e controlar suas fungdes via smartphone, esse
sonho futuristico é possivel. O Unico trabalho é escolher qual espécie de semente “plantar”
(STARTUP RANKING, 2021). A tecnologia hoje patenteada, foi desenvolvida em parceria
com a EJEQ, a Empresa Junior de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Parana
que desenvolveu as solugdes tampao e a adaptagéo dos reguladores de pH necessarios, e
com Semear Consultoria Junior que testou e validou o sistema de hidroponia (EJEQ, 2019).

EJEQ. Empresa Junior de Engenharia Quimica, c2019. Cases de sucesso: Projeto Horta Magica.
Disponivel em: <https://www.ejeq.com.br/cases-de-sucesso/horta-magica/>. Acesso em: 20 de jul. de
2021.

STARTUP RANKING. Startup Ranking. Horta Magica. Disponivel em: <https://www.startupranking.com/
horta-magica-r>. Acesso em 20 de jul. de 2021.

WILSON, K.; WALKER, J. Principles and Techniques of Practical Biochemistry and Molecular Biology.
72 Edigdo. 802p. Cambridge University Press, Cambridge/Gra Bretanha, 2010.
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Proteinas estdo relacionadas com
inlmeros processos que ocorrem nas células
dos seres vivos, com uma amplitude de
funcdes diversificadas. Sdo as macromoléculas
biolégicas de maior abundéancia na natureza,
ocorrendo em todas as partes das células e em
todas as células, podendo ser milhares em uma

Unica célula (NELSON; COX, 2015).

Para a sua completa purificacao precisam
ser extraidas do local onde se encontram, que
podem ser sementes, cascas, raizes, folhas,
flores e frutos. Sdo encontradas ancoradas em
membranas celulares ou dispersas no interior
de organelas ou no citoplasma. As sementes de
leguminosas apresentam grandes quantidades
de proteinas de reserva, como inibidores de
protease e lectinas, que vem sendo purificadas,

caracterizadas e analisados os seus potenciais
biotecnolégicos na salde humana e no meio
ambiente (SILVA et al., 2007; SILVA et al,
2001). Sao etapas necessarias para a extracéo
da proteina de interesse: trituracdo e obtencao
da farinha, agitagdo em solvente apropriado e
centrifugacéo.

O primeiro processo de qualquer

purificacdo é a disruptura do tecido para
liberar as proteinas que estdo dentro, o qual
dependera do tipo de célula, mas também do
tipo de tampédo usado na extragéo da proteina
de interesse. Normalmente os tampdes de
extracdo estdo no intervalo de 0,1-0,2 M e pH
7-8, por serem compativeis com o que ambiente
que se encontra no interior da célula. Tris e
tampéo fosfato sdo os mais usados. Porém,
outros componentes podem ser utilizados, como
agentes antioxidantes, inibidores enzimaticos
(inibir proteases), substratos enzimaticos e
cofatores (estabilizar enzimas), EDTA (remogéao
de cations bivalentes), polivinilpirrolidona
(minimizar atividade de fenol oxidases) e Azida
Saodica (antibacteriano para estoques de longos

periodos).

Alguns materiais biolégicos apresentam
em sua constituicAo uma solugdo proteica
limpa ou préximo disto, que pode ser aplicada
diretamente em uma coluna cromatografica
apdés centrifugacdo e filtracdo. Em muitos



casos, entretanto, as proteinas e enzimas estudadas atualmente séo isoladas de fluidos
extracelulares. Alguns exemplos desses materiais séo: leite, urina, soro sanguineo.

A escolha da proteina que se tem interesse em purificar € fundamental para
o planejamento das etapas de extracdo e posteriormente purificacdo. A partir desse
conhecimento € possivel utilizar técnicas para monitora-las e identifica-las, para tomadas

de decisbes importantes durante a purificagao.

O processo de extragdo de uma determinada proteina, a qual se deseja purificar,
envolve um compromisso com a sua estabilidade e pureza. As condi¢cdes 6timas necessarias
a este processo devem ser respeitadas e mantidas e a fim de obter-se sucesso ao final
de todo o procedimento de purificagdo, sendo analisadas as variagbes de parametros
relacionados ao tempo de extracdo, temperatura e outras condi¢goes de operagao (WILSON;
WALKER, 2010).

Outros problemas que devem ser evitados durante o processo sdo, em geral, a
desnaturacao, proteélises e contaminagao por microrganismos. Entdo, durante a extragéao,
podemos evitar estes problemas pela redugdo do tempo na preparagdo e também na
reducdo de temperatura, porém, a utilizacdo de temperaturas baixas nem sempre sao

necessarias e algumas vezes, torna-se inconveniente.

Para a obtencédo de uma solugéo do extrato, faz-se a homogeneizacao, utilizando
varias técnicas, sejam elas suaves, ou moderadas ou ainda vigorosas, dependendo do
que se quer extrair. Exemplos de mecanismos utilizados em técnicas de homogeneizagéo:
utilizacdo de agitadores mecanicos como liquidificadores; homogeneizacéo realizada
manualmente através de maceragdes em Graal; homogeneizadores com ultrassom;

desintegrador celular Manto-Gaulin.

O extrato é submetido, ap6s a homogeneizagdo celular, a centrifugagdo do
material insolUvel, onde, apds este processo, teremos uma fase liquida e um residuo.
Concomitantemente, devem ser realizados testes quantitativos e qualitativos com as
aliquotas de cada etapa, isto €, desde a obtencéo do extrato inicial apés homogeneizagéo
até a etapa final da extragéo; a fim de determinar qual a amostra que melhor apresenta a
proteina desejada.

E uma caracteristica definida numa solugdo de concentracdo salina e pH fixo e é
determinada para proteinas puras. O fendmeno da solubilidade de uma proteina deve ser
visualizado como a capacidade de um numero substancial de grupos polares localizados
na superficie da mesma se solvatar na agua através de pontes de hidrogénio (SILVA et al.,
2015a).



+ Asolubilidade das proteinas € influenciada pelo pH - a solubilidade é minima no
ponto isoelétrico e se eleva com o aumento da basicidade ou acidez.

+  Explicagdo: No pl - o n° de cargas negativas € igual ao n° de cargas positivas
- as forgas eletrostaticas repulsivas entre as moléculas proteicas vizinhas sao
minimas e elas tendem a coalescer.

+  Em pH acima ou abaixo do pl, temos a predominancia de uma carga efetiva
de mesmo sinal (cations ou anions). Em consequéncia irdo se repelir umas as
outras evitando de se agregarem, isto é, ficam mais soluveis.

(+) <« Proteina — (-)
pH acido « pl — pH basico

Finalmente, uma classificagdo Util para o pesquisador ou técnico que trabalha
com proteina & a baseada na solubilidade; propriedade esta que, como as demais, é
consequéncia da composi¢éo quimica e da estrutura de cada proteina. Esta classificagéo,
segundo as concepgbes americana e inglesa do inicio do século, é aplicada apenas as
proteinas simples, ndo existindo, porém, justificativa para excluir da lista algumas proteinas
complexas que também poderiam enquadrar-se aqui.

A analise bioquimica de estruturas subcelulares, complexos supramoleculares
e isolados de macromoléculas é de central importancia para a nossa compreensao
dos fendmenos bioldgicos das células. Um importante pré-requisito para entender as
propriedades fisiolégicas e bioquimicas das organelas e biomoléculas é a preservagéo das
funcdes bioldgicas e propriedades durante a separa¢ao dos componentes celulares.

Uma técnica chave para a separacao e analise de varios elementos do homogenato
celular é representado pela centrifugacdo. Desde os anos 20 do século passado quando
a ultracentrifugacdo analitica de Svedberg e o refinamento da técnica de centrifugagcéo
preparativa de Albert Claude nos anos 1940 posicionaram a tecnologia de centrifugagéo no
centro da pesquisa bioldgica e biomédica por muitas décadas (WILSON; WALKER, 2010).

Diélise € uma forma de filtracdo molecular. Das solu¢des de proteinas podem ser
retiradas substancias de baixo massa molecular relativa presente na mesma, pelo processo
de didlise. Moléculas grandes, como as proteinas, ficam retidas dentro de um saco de
material com poros ultramicroscépicos, como o papel celofane. A forga osmética oposta é
responsavel pelo processo (WILSON; WALKER, 2010).

E um processo de separagdo de acordo com o tamanho das moléculas através

do uso de membranas semipermeaveis, que contém poros menores que o tamanho das



macromoléculas. Pelos poros podem passar solventes, sais e pequenas moléculas. Celofane
(acetato de celulose) é o material mais utilizado como membranas. Comercialmente
encontramos membranas de didlise com diferentes tamanhos de poros para uma separagéao
seletiva (WILSON; WALKER, 2010).

A dialise remove uma variedade de produtos introduzidos durante o faturamento
do extrato, mas deve-se tomando cuidado para que ndo haja uma possivel degradagéo
proteolitica durante o processo; além da perda do material que pode ser causada pelo
ndo adequado volume contido no saco, pois ha um aumento do volume dentro do mesmo
permitindo assim o equilibrio das duas solugbes. Deve-se deixar um espaco livre dentro
do saco para que ocorra a expansao do volume da solucao em se tratando de nela possuir
alta concentracao de sal.

Largamente utilizada para mudanca de solvente no qual as proteinas estéo
dissolvidas. A solugdo de proteinas é colocada dentro da membrana de diélise e as
extremidades fechadas, em seguida colocada sob agitacdo em um grande volume do novo

solvente.

Extrair proteinas de sementes de Amaranthus caldatus ou de outras sementes de

leguminosas.

+  Pipetas automaticas
«  Agitador magnético
+  Barra magnética

+  Becker de 25 ou 50 mL

+  Solugéo Salina 0,15 M
+ 9,00gr de cloreto de sbddio (NaCl)
+ H,0Opgs 1000 mL

O fluxograma de extragéo e purificagcdo esta demonstrado no esquema 1.



1g de farinha de semente

Adicionar 1mL de hexano

Agitar em temperatura ambiente por 30 min

Manter a mistura tampada overnight

Descartar a porgdo lipidica com o auxilio de uma espétula
Secar em estufa a 37°C por 48h

e

1g de farinha de semente delipidica

Adicionar 5mL de solugdo salina (NaCl 0,1M pH 6,8)
Agitar em temperatura ambiente por 1h
Centrifugar a 3500 rpm por 30 min

Precipitado descartado Sobrenadante rico em proteinas

Métodos cromatograficos

Dosagem de atividade

Eletroforese SDS-Page

Esquema 1 — Fluxograma de extragéo e purificagao.

Fonte: do proprio autor, 2022.

1. Fragmentar as sementes com o uso de um alicate, e separar as cascas das
améndoas manualmente.

2. Transferir uma quantidade de sementes vegetais para um liquidificador.
3. Triturar as sementes até que se forme um po fino, tipico de uma farinha.

4. Armazenar em um frasco devidamente rotulado.

1. Misturar a farinha em béquer, sob agitacdo magnética, com hexano (1:1) durante
30 minutos e tampado.



2. Manter a mistura em repouso overnight tampada. Em seguida, descartar a fragéo
lipidica que fica na porgao superior com o uso de espatula.

3. Submeter o material restante a secagem em estufa com temperatura controlada
de 37°C, por aproximadamente 48 horas.

1. Pesar 30 g de farinha de semente.

2. Transferir para um Becker e adicionar 150 mL de tampéo salina (NaCl 0,15 M pH
6.8)

3. Agitar em agitador magnético, com auxilio de uma barra magnética por 1 hora.

4. Verter todo contetdo do béquer em tubos Falcon de forma a manter um equilibrio
entre eles.

5. Centrifugar por 30 minutos, 3500 rpm a 20°C e recolher 0 sobrenadante rico em
proteinas vegetais.

1. Apos recolher o sobrenadante da centrifugacao, transferir todo contetdo para um
saco de didlise.

2. Prender as extremidades com grampos para diélise, a fim de evitar o vazamento
do material.

3. Encher um béquer de 2.000 mL com agua destilada e acrescentar o saco de
dialise dentro do mesmo.

4. Colocar para agitar em velocidade lenta, somente para a movimentagao da agua.

5. Trocar a agua do reservatorio (béquer) de uma em uma hora até completar 24
horas.

6. Apbds esse tempo, retirar a amostra do saco de didlise abrindo uma das
extremidades e vertendo todo o conteido em um béquer.

7. Identificar e reservar para posterior liofilizagéo.

1. Como ocorre o processo de dialise?

2. Quais fatores devem ser evitados durante o processo de extracdo de proteinas e
como podem ser evitados?

3. O homogenato da semente de amarantos, que é denso e opaco que € submetido
centrifugacdo. O que se consegue com esse procedimento?

4. Qual o proposito de manter a farinha de sementes de Amarantos em solugéo



salina?

Vocé sabia que através de técnicas de extracdo de proteinas é possivel obter
bioplasticos e biomateriais? E isto que uma Startup de Criciuma do estado de Santa
Catarina aposta em seus trabalhos. A “GreenB Biological Solutions” desenvolve tecnologia
e processos sustentaveis que visam a substituicdo de matérias primas de origem fossil,
adequadas as legislacbes ambientais e exigéncias do mercado. Um pedido de Patente
verde - “Processo de extragdo etandlica de prolaminas de residuos dos graos de cereais
em meio etandlico/aquoso acido ou basico” (BR102020009163-8) - descrevendo uma nova
técnica para extracdo de zeina (proteina do milho) ja foi registrado junto ao INPI (Instituto
Nacional de Propriedade Industrial). Diferentemente das técnicas ja utilizadas que néo
conseguem extrair nem a metade da proteina do milho, a inovagédo tecnoldgica garante
a sua extracao proximo a 100% por meio da alteragdo da acidez e alcalinidade do etanol
no processo. Atualmente, é utilizado amido de milho ou de mandioca como matéria prima
para a producdo dos bioplasticos, e pectina e quitosana na producado de biofilmes para
revestimento de alimentos. Contudo, a zeina apresenta vantagens quanto a resisténcia a
umidade em relacdo as matérias primas atuais (IQSC, 2021).

IQSC. Instituto De Quimica De Sao Carlos. Disponivel em <https://www5.igsc.usp.br/2021/metodo-
inovador-para-extrair-proteina-do-milho-deve-inserir-mais-bioplasticos-no-mercado. Acesso em 08 de
junho de 2021.
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A precipitacdo de uma proteina de um
extrato pode ser realizada pela adi¢do de sais,
solventes ou polimeros orgéanicos ou ainda, pela
variacédo do pH ou da temperatura da solucgéo.
Os agentes de precipitacdo, mais comumente
utilizados estdo relacionados no quadro 4
(SCOPES; 2010; WILSON; WALKER, 2010).

A propriedade particular como agente
de precipitacdo € que eles aumentam o efeito
hidrofobico na solugéo e promovem a agregacao
de proteinas pela associagdo de superficies
hidrofobicas.

Anions: PO,?, SO,?, CH,COO;, CI, Br, NO;,
Clo,, I, SCN
Cations: NH,*, K*, Na*, Guanidina C(NH,),*

AGENTE TIPO PROPRIEDADE
Sulfato de Sal Facil solubilidade,
amonio estabilidade
Sulfato de Sal Facil solubilidade,
sédio estabilidade

Inflamavel, risco de
Etanol Solvente desnaturacao
Acetona Solvente Inflamavel, risco de
desnaturacao
Polietileno Polimero | Nao-inflamavel, néo-
glicol, PEG explosivo

Quadro 4 - Agentes de precipitagao.

Fonte: do préprio autor (2022).

As proteinas apresentam diferentes
pontos isoelétricos devido a seu conteudo de
aminoécidos que possuem diferentes grupos R
ionizaveis, podendo ser separadas umas das
outras por precipitacdo isoelétrica. O pH em
que a proteina tem sua solubilidade minima é o
seu pH isoelétrico, definido como pH em que a
molécula néo apresenta carga elétrica efetiva e
€ incapaz de se deslocar em um campo elétrico
(SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2001).

Nesse pH a proteina tem suas cargas
intra e intermolecularmente, formando assim
enormes complexos eletrostaticos, excluindo
a agua do microambiente e eliminando
gradativamente pontes de H dos grupos polares
que vao sendo neutralizados, temos diminuidas
as forcas repulsivas e as proteinas tendem a

se agregarem. Ajusta-se o pH da mistura de
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proteinas proximo do ponto isoelétrico da proteina a ser precipitada (SILVA et al., 2015a).

Na pratica, essa técnica é combinada com salting-out para que a proteina seja
purificada perto de seu ponto isoelétrico. A precipitacao € acelerada pelo salting-out pois
no pH isoelétrico da proteina ela esta menos soluvel.

Os chamados sais aniénicos sdo os agentes mais eficientes. Eles aumentam o
efeito hidrofobico na solugdo e promovem a agregacao de proteinas pela associagdo de
superficies hidrofébicas. Os sais catiénicos diminuem o efeito hidrofobico e desta maneira,
ajudam a preservar as proteinas em solugdo (PESSOA; KILIKIAN, 2005; WILSON;
WALKER, 2010)..

Ajuste de pH: tem sido usado como um passo simples e comum para precipitar
proteinas. As proteinas possuem solubilidade baixissima em seu ponto isoelétrico; este
procedimento, as vezes, € usado em fracionamento de soro e também na purificacdo de
insulina. Além do pH, outro pardmetro que influencia na precipitacdo de proteinas em
solugdes salinas é a temperatura (SCOPES, 2010).

+ Solventes organicos misciveis em agua (acetona, etanol) séo bons precipi-
tantes de proteinas pois diminuem a forga de solvatacdo da solugdo aquosa
(possuem constante dielétrica inferior que da agua) - dessa forma diminuem a
solubilidade das proteinas - favorecem sua agregacéao.

+ Isto €, as moléculas de agua fazem ligacbes de hidrogénio com o grupo car-
bonilico do solvente orgéanico; isto €, retira agua de solvatacdo diminuindo a
solubilidade das proteinas. Pode-se associar salting-out com solvente organico
para aumentar a eficiéncia na precipitagao.

+  Dimetil sulféxido (DMSO) ou N,N-dimetilformamida (DMF) s&o bons solventes
de proteinas pois possuem constante dielétrica relativamente alta. Promove a
precipitac@o da proteina adequando o decréscimo de agua na solucédo, sendo a
agua substituida pelo solvente.

+  Sao largamente utilizados como agentes de precipitacéo, especialmente no fra-
cionamento de proteinas do soro. Durante o processo, utilizando tal agente, sdo
controladas cinco variaveis: concentragdo do solvente organico, concentragao
de proteina, pH, forca iGnica e temperatura.

A liofilizacdo pode ser definida como processo de secagem de uma substancia
congelada na qual a maior parte de agua é removida diretamente por sublimacéo, sem
passar pelo estado liquido. O material € mantido congelado do inicio ao fim do processo,
mantendo os constituintes originais e a forma estrutural inicial. O produto liofilizado tem
aparéncia porosa, podendo ser reconstituido imediatamente a forma original, pela adicdo
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de agua. O tempo de vida Util € elevado se comparado a um produto néo liofilizado. Como
a quantidade de agua do material é reduzida, diminui-se a possibilidade de ocorrerem
reacdes de oxidacao ou agao enzimatica (PESSOA; KILIKIAN, 2005).

O primeiro produto a ser liofilizado foi o virus da raiva, em 1911. Durante a Segunda
Guerra Mundial a liofilizag&o atingiu o processo industrial devido a elevada necessidade
por plasma sanguineo. Além disso, a tecnologia também avangou com o desenvolvimento
dos projetos espaciais, quando se liofilizou alimentos para astronautas da NASA. Muitos
produtos atualmente s&o liofilizados, incluindo desde antibiéticos, anticoagulantes, enzimas,
horménios até fracbes de sangue. Na industria farmacéutica, a utilizacdao mais direta
esta relacionada a produgdo de injetaveis. Em biotecnologia, o uso de microrganismos
e proteinas recombinantes e nanoparticulas tornaram a liofilizagdo um processo comum.
Costuma-se também liofilizar bactérias e virus para a manutengédo de sua viabilidade e
uso apos longos periodos de armazenamento (PESSOA; KILIKIAN, 2005). Na figura 4
podemos observar o sistema de liofilizacao.

@ 0 9 9+—0b

Figura 4 - Sistema de liofilizacdo. (A) uma camara de secagem, onde é colocado o material, e
que deve ser resistente ao vacuo; (B) um condensador; (C) bomba de vacuo; e (D) sistema de
vacuo para fechamento dos frascos.

Fonte: do préprio autor (2022).
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Precipitar proteinas de sementes de Amaranthus caldatus.

a) Pipetas autométicas,
b) Agitador magnético,
c¢) Barra magnética,

d) Becker de 25 ou 50 mL,

a) Solucéo Salina 0,15 M

b) Sulfato de amdnia

De acordo com a tabela 2 € possivel saber a quantidade de sulfato aménio necessario
para a precipitagdo. Nesse experimento a precipitacdo sera de 0-60%.

A seguir as etapas do experimento:

1. Medir o volume de sobrenadante e precipitar com sulfato de aménio na proporg¢éao
1L/242 g;

2. Adicionar lentamente o sulfato de aménio e deixar 30min sob agitacéo;
3. Deixar overnight em refrigeragéo;
4. Centrifugar e reservar o sobrenadante para a etapa seguinte;

5. Ressuspender em pouco volume de agua.

1. Apos recolher o sobrenadante da centrifugacao, transferir todo contetdo para um
saco de diélise;

2. Prender as extremidades com grampos para diélise, a fim de se evitar o vazamento
do material;

3. Encher um béquer de 2.000 mL com agua destilada e acrescentar o saco de
diélise dentro do mesmo;



4. Colocar para agitar em velocidade lenta, somente para movimentagéo da agua;
5. Trocar a agua do reservatoério (béquer) de uma em uma hora até completar 24h;

6. Apbds esse tempo, retirar a amostra do saco de didlise abrindo uma das
extremidades e vertendo todo o contetdo em um béquer;

7. Identificar e reservar para posterior liofilizagcéo.

1. Verter todo o contetdo dialisado em Erlenmeyer, dividindo o volume de 30 mL por
Erlenmeyer;

2. Vedar os Erlenmeyer com pléstico filme, fazer pequenos furos neste plastico e
identificar os Erlenmeyer;

3. Congelar o extrato em nitrogénio liquido até que eles fiquem “queimando”;

4. Levar para liofilizagéo, seguindo o POP (Procedimento Operacional Padrao) para
utilizagdo do equipamento que deve estar anexado ao lado do proprio equipamento;

5. Aguardar 48h e retira o material;

6. Guarda-los devidamente identificados.

1. Explique o efeito salting out e como ele interfere na solubilidade de proteinas?

2. Sobre o método de purificagcdo de proteinas por precipitacéo isoelétrica, quais
caracteristicas das proteinas permitem que este processo seja realizado?

3. Porque solventes orgéanicos polares (misciveis em agua) séo mais indicados para
0 processo de precipitacao de proteinas?

4. Explique o processo de Liofilizacao.

Os avangos em biotecnologia representam potencial para a industria de alimentos
no desenvolvimento de novos produtos e processos. Esse desenvolvimento incluiria a
purificacao de biomoléculas, tais como enzimas e proteinas, a partir de meios complexos

como os de fermentagéo ou de efluentes industriais.

Assim, torna-se necessario o conhecimento das técnicas empregadas no processo
de purificacao de biomoléculas, sobretudo as técnicas cromatograficas. No entanto, deve-
se considerar que ainda existem restricbes técnicas e econdmicas na aplica¢ao de algumas
dessas técnicas, principalmente em escala preparativa. Tais restricbes ndo tém impedido

que muitos laboratérios utilizem a cromatografia para a producédo de substéncias com



atividade bioldgica, de custo elevado no mercado, o que justificaria 0 emprego das técnicas
cromatograficas na produgao de alguns miligramas de substancias com atividade biologica.
Para que a purificagdo de biomoléculas de baixo valor comercial, em grande escala, possa
ser economicamente viavel novos desenvolvimentos na engenharia de processo e nas
técnicas de separagéo devem ser realizados.

Final percent saturation to be obtained

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Starting percent saturation A t of i iphate to add (grams) per liter of solution at 20 *C

0 113 144 176 208 242 277 34 351 380 430 472 516 561 608 657 708 761
5 85 15 146 179 212 246 282 319 358 397 439 481 528 572 621 §71 723
10 57 86 17 145 182 216 251 287 325 364 405 447 4 537 584 634 685
15 28 58 a8 19 151 185 219 255 283 3M I 413 458 501 548 596 647
20 0 29 59 89 121 154 188 223 260 298 337 a7e 421 465 511 559 609
25 0 28 60 9 123 157 191 228 265 04 244 386 425 475 522 571
30 0 0 et 92 125 160 185 232 270 308 351 393 438 485 533
35 0 30 62 94 128 163 199 236 275 316 358 402 447 455
40 0 M 63 98 130 166 202 241 281 322 385 410 457
45 0 3 64 98 132 169 206 245 286 328 373 419
50 0 32 65 99 135 172 210 250 292 335 381
55 0 33 66 101 138 175 215 256 298 343
60 0 33 67 103 140 179 218 261 305
85 0 M €9 105 143 183 24 267
70 0 34 70 107 146 186 228
75 0 35 72 110 149 190
g0 0 38 73 12 182
85 0 37 75 114
a0 0 37 76
a5 0 38

Tabela 2 - Tabela para ensaio de precipitagdo por sulfato de aménio.
Fonte: Adaptado de Scopes (2010).
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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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vantagens e desvantagens dos métodos existentes. Quimica Nova, v. 21, n. 6, p.787-793, 1998.
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A cromatografia é uma técnica de
separacao especialmente adequada parailustrar
os conceitos de interagdes intermoleculares,
polaridade e propriedades de fun¢des organicas,
com uma abordagem ilustrativa e interessante.
De acordo com a IUPAC (1993), a cromatografia
€ uma técnica de separacéo fisica pela qual os
componentes de uma mistura, contendo duas
ou mais substancias ou ions, séo separados em
fases, sendo uma moével e outra estacionéria,
seguindo um fluxo e uma dire¢do definidas
(BRAITHWAITE; SMITH, 1999).

Existem diversos tipos de métodos
cromatograficos responsaveis por mais de 70%
das analises em Quimica Analitica (WILSON;
WALKER, 2010).
aplicaveis a separacéo, identificacao e dosagem

Estes os métodos séao

de misturas de aminoacidos, peptideos,

proteinas, acidos
lipideos e carboidratos (SILVA, et al., 2015a;

PESOTI et al., 2015, POMPEU et al., 2016).

nucleotideos, nucleicos,

Normalmente, combinam-se métodos
cromatograficos, para uma completa purificagao
de uma proteina vinda de um extrato biologico.
O termo cromatografia refere-se a um grupo de
técnicas de separacdo que séo caracterizadas
por uma distribuicdo das moléculas a serem
separadas entre duas fases, uma estacionaria
e outra movel. E um processo de separacéo
de componentes de misturas moleculares
através de duas fases imisciveis, uma delas
deslocando-se em relacdo a outra, que

permanece estacionaria.

As técnicas cromatograficas séo bastante
utilizadas no desenvolvimento de processos
de purificagédo de diferentes moléculas com
destaque para as proteinas (NEVES, et al.
2018). Estando a mistura de proteinas livres das
moléculas pequenas, retiradas pela didlise, as
proteinas podem ser separadas com base nas
diferencas relacionadas ao tamanho molecular,
carga elétrica, especificidade, ponto isoelétrico
e hidrofobicidade, de acordo com o quadro 6.



Propriedade da proteina

Cromatografia utilizada

Tamanho molecular

Exclusdo molecular ou filtragdo em gel

Cargas elétricas

Troca ibnica

Especificidade de ligacao

Afinidade

Ponto isoelétrico

Cromatofocalizagéo

Hidrofobicidade

Interagéo hidrofébica e de fase reversa

Quadro 6 — Métodos de separagédo das proteinas de acordo com as suas propriedades.

Fonte: do proprio autor, 2022.

Na cromatografia por exclusé@o molecular, ap6s uma solug¢éo de mistura de proteinas
ser aplicada no topo da coluna, ocorrera a migragéo dessas proteinas de acordo com a sua
massa molecular relativa, sendo as de maior massa saem primeiro e as de menor saem por

Ultimo, devido a interacdo que sofreram com a fase estacionéaria (geralmente formada de

resinas porosas), conforme demonstrado na figura 7 (NELSON; COX, 2015).

Solugéo de Proteinas

Coluna Cromatogréfica

AN

N
Tubos Coletores ' l l ( )Coluna Hidrofobica Coluna Negativa
A

— .

Ordem de Eluigao

Molécula Hidrofobica

Molécula Hidrofilica

. Molécula Grande

@® Molécula Pequena

Molécula Negativa

Molécula Positiva

Figura 7. Cromatografia de Gel Filtragéo.

Fonte: NELSON & COX (2015).

Na cromatografia por troca ibnica, a fase estacionaria é ativada com grupos
carregados positiva (resinas aniénicas — trocador de anions) ou negativamente (resinas




catiénicas — trocador de cations). A afinidade de cada proteina pelos grupos carregados &
afetada pelo pH (que determina o estado de ionizagdo da molécula) e pela concentracédo
de ions salinos livres da solucdo envolvente. A separagéo se da pela mudanca de gradiente
salino ou alterando o pH do meio (CIOLA, 2006; NELSON; COX, 2015).

Na cromatografia de afinidade, as moléculas de interesse s&o purificadas através
de interacOes bio-especificas. Assim, as proteinas de interesse prendem-se ao ligante
imobilizado a um polimero, enquanto as demais proteinas passardo direto pela coluna
juntamente com o tampé&o de equilibrio (NELSON; COX, 2015; KASTNER, 1999).

A separacdo cromatogréfica se efetua através da migracéo diferencial dos
componentes da mistura no sistema bifasico. Substancias diferentes migram com
velocidades diferentes de acordo com sua afinidade para cada uma das fases, e esta
afinidade baseia-se no conhecimento das solubilidades relativas e no comportamento acido
basico das diferentes substancias.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou também conhecida com a
sigla HPLC (High Performance Liquid Cromatography) é uma técnica analitica usada para
separar e quantificar componentes numa mistura liquida. A utilizacdo de suportes com
particulas diminutas € a responsavel pela alta eficiéncia desse método de cromatografia.
A fase movel (liquida) movimenta-se continuamente através da coluna contendo a fase
estacionaria (sélido). O soluto interage com as fases estacionaria e movel por adsorgéo,
particéo, exclusdo molecular, troca ibnica. As separa¢des em CLAE sao feitas por adsor¢céo
(separagdo solido-liquido), particdo (separacgdo liquido-liquido) ou ambos. O detector
mais utilizado para separagdes por CLAE é o detector de ultravioleta (MARSHAK, 1996;
WILSON; WALKER, 2010).

Compreender os métodos de cromatografia utilizados para purificagdo de proteinas.

a. Extrato proteico das sementes
b. Coluna montada com gel de afinidade (tamanho mL)
c. Observar a matriz de sua coluna

d. Espectrofotdmetro e cubeta


http://www.livrariacultura.com.br/scripts/busca/busca.asp?pag_busca=Livros&palavra=MARSHAK,%20DANIEL%20R.&tipo_pesq=autor&limpa=1&ordem=&par=IRTTAA&modobuscatitulo=&modobuscaautor=&refino=1&nautor=202187&p=1&sid=11719417013528674648166181&k5=45F9BAF&uid=

e. Tubos de ensaio e pipetas

f.  Cromatografo de baixa presséao (FPLC)

*  Ambic0.2 M

1. Dissolver o Extrato Bruto de sementes de Amarantos liofilizado em AMBIC 1 M na
proporcéo de 0,5 g de extrato bruto em 2,5 mL AMBIC 1M,

2. Deixar agitando por 30 minutos

3. Transferir o contetdo para microtubos e centrifugar o material a 20°C, 3500 rpm
por 10 minutos;

4. Recolher apenas o sobrenadante e reservar o material para ser aplicado na
coluna cromatografica.

1. Calibrar o aparelho FPLC com um fluxo de 0,5 mL/min;

2. Desconectar a mangueira da parte superior da coluna cromatografica e retirar o
tamp&o com auxilio de uma pipeta Pasteur;

3. Aplicar a amostra centrifugada com cuidado pela parede da coluna;

4. Esperar esta amostra descer pela resina, completar com tampéo e conectar a
mangueira novamente;

5. Aguardar visualmente a amostra descer pela resina e ligar a UV;
6. Ligar o coletor de acordo com o POP do equipamento;
7. Coletar as amostras de acordo com os picos apresentados;

8. Separar os picos em “pool” e identificar qual dos picos ha atividade de proteina
de interesse;

9. Dialisar separadamente cada “pool” de proteinas contra agua por 24 h;
10. Liofilizar essas amostras, guardando-as identificadas;

11. Proceder para a etapa seguinte somente com o liofilizado do “pool” que apresenta



atividade da proteina de interesse.

POP 1 - Calibrar o fluxo da coluna

OBS: A coluna deve estar em STOP (ndo pode estar correndo) para calibrar o fluxo.
1. Apertar FLOW e colocar o valor do fluxo desejado (Ex: 0,5 mL/min);
2. Apertar CALIBRANTE, valor referente ao diametro da tubulacao: 1,6;

3. Apertar as setas que indiguem SET FLOW - FIOW RET e novamente colocar o
valor do fluxo (mL/min);

4. Apertar OK;

5. Apertar a seta referente a TIME e coloque o tempo desejado para calibragéo (Ex:
5 min) em seguida OK e START;

6. Realizar a conferéncia do fluxo pelo menos trés vezes, com auxilio de uma proveta
e cronbmetro, observando no tempo desejado o volume recolhido na proveta.

POP 2 - Ligar o coletor
1. Apertar a tecla COLETOR no visor;
2. Apertar a seta referente a FIX SIZE;
3. Apertar TIME, para determinar o tempo de coleta para cada tubo;
4. Indicar o tempo necessario (Exemplo: 11 min)
5. Apertar OK

6. Apertar START e ao mesmo tempo em RECORDE no programa do computador.

POP 3 - Modo automatico
< Aperte OK, quando no visor estiver; MANUAL RUM
Bw@ Com as setas va até SET FLOW RATE, e clique em OK
E<@ Escolha o fluxo desejado. (Ex: 2,0 mL/min) e clique em OK
g« V& até SET FRACTION SINZE e aperte OK
B« Escolha o volume a ser coletado por tubo. (Ex: 4,0 mL) e cligue em OK
2@ Vaaté START RUM, e aperte OK

@@ O programa pedira para vocé verificar se o coletor esta na posicéo correta.
Verifique e clique em OK.

‘B ANOTACOES:



1. Qual a importancia de lavar a coluna cromatografica e como isso é feito?

2. Em relagdo a cromatografia de troca i6nica quais séo as caracteristicas da
molécula alvo que se deseja purificar ou entdo dos contaminantes que se deseja
eliminar para a escolha do tipo de resina/coluna trocadoras de anions ou de cations?

3. Quais as estratégias utilizadas para adequar a carga elétrica da proteina a ser
purificada a resina?

4. Quais estratégias sao utilizadas para provocar a eluicéo da proteina alvo adsorvida
na resina?

5. Em relagdo a cromatografia de Exclusdo Molecular (CEM), qual a principal
caracteristica a ser observada nas moléculas a serem separadas?

A Cromatografia recebe o nome de uma técnica utilizada pela primeira vez no final do
século 19, para separacao de pigmentos em uma mistura complexa. Se uma folha de papel
ou pano entrar em contato com um recipiente cheio de agua ou alcool no qual o pigmento
complexo esteja dissolvido, a acdo capilar carregara a mistura pelo papel ou pano, mas os
componentes do pigmento néo irdo todos na mesma velocidade. As moléculas maiores da
mistura viajardo mais devagar enquanto as menores avangcam, fazendo com que a fase
estacionaria desenvolva faixas discretas de cor correspondentes a cada componente da

mistura. Isso da a técnica o nome de “cromatografia” ou “cor de escrita”.



A cromatografia foi inicialmente usada por artistas, tedricos da cor e artesdos na
esperanca de aperfeicoar tinturas industriais para téxteis. Com o tempo, também gerou
um ramo unico da quimica e, com ele, as técnicas usadas hoje para entender e purificar
misturas. Em laboratorios modernos, o aspecto da cor ndo é mais relevante, mas os
mesmos principios se aplicam. Ao dissolver uma mistura de interesse em uma fase movel
e transporta-la através de uma fase estaciondaria, os componentes da mistura podem ser
separados uns dos outros com base em suas diferentes velocidades de deslocamento
(ThermoFisher, 2019).

Um grupo de pesquisa da Faculdade de Ciéncias Aplicadas e Faculdade de
Engenharia de Alimentos (Unicamp), inventou um sistema bidimensional para a extracao,
purificacdo e analise de compostos bioativos. Esse sistema combina a técnica de liquidos
pressurizados e analise por cromatografia para extracéo e verificacdo desses compostos. O
sistema utiliza um gradiente de solvente, associado e acoplado a técnicas de extracdo em
uma purificagéo bidimensional. A primeira dimenséo do sistema, corresponde a extracao
com liquidos pressurizados. Ja a segunda, realiza a andlise por cromatografia utilizando um
método ultrarrapido. O sistema desenvolvido € capaz de realizar processos de extracgéo,
purificacdo e analise de forma independente ou acoplada. Adicionalmente, os compostos
séo coletados em fragcbes bem caracterizadas quimicamente e em quantidades suficientes
para realizar estudos de bioatividade. Esta tecnologia foi desenvolvida em parceria com a
FAPESP e possui patente depositada (CODIGO:1546_BIDIMENSIONAL) (INOVA, 2020).
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Proteases sdo enzimas proteoliticas
que atuam na hidrélise de proteinas (quebra
de ligag@o covalente com participagdo de uma
molécula de agua), podendo ser de origem
vegetal, animal e microbiana. As proteases s@o
classificadas como um subgrupo das hidrolases
e sua nomenclatura é feita segundo o tipo de
reac@o catalisada, a natureza quimica do sitio
catalitico e de acordo com sua estrutura. Dessa
maneira, subdividem-se em exopeptidases
e endopeptidases, dependendo de seu sitio
de acdo. As principais classes sdo: serina
proteases; cisteina proteases; aspartico
proteases; treonina protease e metaloprotease
representadas no quadro 6 (SILVA-LOPEZ,

2010).

Classes de Exemplos Exemplos de
proteases inibidores
especificos
Serino-proteases Tripsina; Aprotinina;
Quimiotripsina; Benzamidina;
Elastase; Leupeptina;
Calicreina TPCK® ; TLCK®
pancreatica; ; SBTI° ; PMSF.
Subtilisina.
Cisteino- Papaina; E-64.
proteases Actinidina;
Catepsina.
Aspartico- Pepsina; HIV1- Pepstatina
proteases protease.
Metaloproteases Colagenases Amastatina;
(Carboxipeptidase EDTA; 1-10
A, Termolisina) fenatrolina.

*** aTLCK- N-tosil-lisil clorometil cetona; ®

TPCK, N-tosil-fenilalanil clorometil cetona;

¢ SBTI, Inibidor de tripsina da soja. Fonte:
Adapatado de Barret (1994) e Neurath (1986).

Quadro 7 - Tipos de Proteases.

A familia de protease mais bem
caracterizada e mais fisiologicamente versatil
€ a das serino proteases, elas podem ser
divididas em dois tipos as serino proteases de
mamiferos (quimotripsina, tripsina, elastase) e a
serino protease bacteriana (subtilisina). Diferem
na sequéncia de aminoacidos e na estrutura
tridimensional, embora tenham um sitio ativo e
um mecanismo enzimatico em comum. No que
se refere a cisteino proteases, pode-se incluir
varias catepsinas de mamiferos, as proteases
ativadas pelo calcio citosélico (calpainas), a
papaina e a actinidina de plantas, sendo as
papainas as mais estudadas dessa familia.




Ja as proteases asparticas incluem a penicilopepsina bacteriana, pepsina de mamiferos,
renina, quimosina e certas proteases fungicas. E por fim, as metaloproteases também se
diferenciam em dois tipos: as carboxipeptidases pancreaticas de mamiferos e a termolisina
bacteriana, que diferem uma da outra na estrutura quimica, embora ambas tenham zinco
em seu sitio ativo (TREMACOLDI, 2009).

As enzimas proteoliticas produzidas por microrganismos podem atuar na hidrolise
de proteinas da membrana e da parede celular de plantas hospedeiras, facilitando a
penetracéo e a infecgdo. Por outro lado, € comum e amplamente distribuida a ocorréncia de
inibidores para essas proteases no reino vegetal, representando um mecanismo de defesa.
Em seres humanos, as proteases representam uma classe de enzimas com importantes
papéis em processos biologicos, como por exemplo a digestdo, coagulagdo sanguinea,
morte celular e diferenciacéo de tecido (MURI, 2014).

Diversas proteinas atuam como reserva proteica em plantas. As proteinas de
reserva podem ser subdivididas em proteina de reserva de sementes e proteinas de reserva
vegetativa, a depender do tecido e estrutura onde estas sdo encontradas. As proteinas
de sementes ainda podem ser classificadas em albuminas, globulinas, prolaminas e
glutelinas de acordo com a solubilidade das proteinas e tipo de extragdo. As proteinas
de armazenamento sé@o as principais fontes de nitrogénio para o crescimento apoés a
germinacdo da semente (SHEWRY et al., 1995).

Adicionalmente, outras proteinas atuam como reserva proteica especialmente
em tubérculos, podem representar até 60% do total de proteinas sollveis nos tecidos
de reserva. Proteinas como as globulinas 11S, globulinas 7S, albumina 2S, inibidores de
proteinase, heveinas, lectinas, vicilinas 7S desenvolvem importante papel no metabolismo
de plantas, como por exemplo, a participagdo no sistema de defesa da planta contra
insetos, fungos e bactérias. Sendo assim, estes tipos de proteinas (inibidores de protease
e lectinas) possuem papel de destaque devido as diversas possibilidades de utilizagdo na
modulagdo de processos bioldgicos para a cura de enfermidades (BALZOTTI et al., 2008).

Os inibidores de protease (IPs) sdo amplamente distribuidos no reino vegetal. As
familias de plantas Leguminoseae, Solanaceae e as gramineas sédo conhecidas por serem
ricas nestes inibidores. Nestas plantas, estdo concentrados em 6rgaos reprodutivos e de
estocagem, assim como em tecidos vegetativos. Sua expressao acontece continuamente
durante a vida vegetal, podendo ser acentuada em resposta ao ataque de predadores
(SILVA, et al., 2015, OLIVEIRA et al., 2013). Valdes-Rodriguez e colaboradores purificaram
e caracterizaram um inibidor de tripsina proveniente de Amaranthus hypochondriacus
(VALDES-RODRIGUEZ et al., 1993).

Os inibidores de protease podem ser classificados de acordo com o tipo de enzima



que inibem, sendo conhecidos como inibidores de cisteino, serino, aspartico ou metalo-
proteases. S&o ainda classificados em tipos quando se considera a homologia da estrutura
priméria, posicao dos sitios ativos, localizacdo e nimero de pontes dissulfeto. Os tipos
de inibidores de protease de maior destaque em leguminosas sao Kunitz e Bowman-Birk
(DANTZGER et al., 2015). Podem ainda ser encontradas as familias potato tipos I e Il
Barley, Squash, Kazal e aproximadamente 15 outros tipos (FANG ef al., 2012; SILVA, et
al., 2015).

E possivel verificar aimportancia dessas moléculas para o sistema imune. Majchrzak-
Gorecka e colaboradores (2016) mostraram em seu trabalho a importancia de proteinas
catiénicas, inibidoras de protease, na regulacdo do sistema imune inato e adquirido, e
como um componente no processo de regeneracao tecidual. Estas moléculas inibidoras de
serinoprotease sdo também descritas como antimicrobianas. E ainda possivel utilizar-se
IPs para se evitar reacdes alérgicas e proteger o organismo de inflamagdes excessivas e
desreguladas, além de afetar a proliferagéo celular e a apoptose.

Quanto a proliferagéo celular foi investigada por Joanitti e colaboradores (2009)
a acdo dos inibidores de protease vegetais Bowman-Birk, provenientes de sementes de
Vigna unguiculata capazes de inibir a proliferacdo e a viabilidade de células de cancer de

mama da linhagem MCF-7; este estudo vem a reforcar a aplicagéo fisiologica dos IPs.

As lectinas sé@o proteinas ndo-imunes que interagem e reconhecem carboidratos
de varios tipos, isolados ou complexados, de forma especifica, sendo por isso largamente
estudado pela glicobiologia. Estas moléculas se diferenciam do grupo das imunoglobulinas
por néo precisarem de estimulo antigénico para serem sintetizadas (POMPEU, 2015). Além
disso, as lectinas possuem menor afinidade de ligagdo com os carboidratos (DUVERGER
et al., 2003). Arena-del Angel e colaboradores descobriram em 2015 a capacidade de uma
lectina obtida de Amaranthus leucocarpus de ativar linfécitos CD4+ (ARENA-DEL ANGEL,
et al., 2015).

De acordo com Van-Damme, (2014), a interacdo entre lectinas e carboidratos
ocorre em um sitio formado por cinco ou seis aminoacidos e ligam-se as hidroxilas dos
carboidratos. A especificidade da ligagdo envolve as ligagdes de hidrogénio fortalecida por
interacbes hidrofébicas entre anéis piranosidicos dos carboidratos e anéis aromaticos dos
residuos de aminoéacidos da regido.

Jé foram identificadas 12 familias de lectinas vegetais de acordo com a estrutura
terciaria e relacdes evolutivas. Sao elas: aglutinina relacionada com quitinase, Amaranthin,
heveina, aglutinina Agaricus bisporus, aglutinina Galanthus nivalis, Cyanovirin, aglutinina
Euonymus europaeus, aglutinina Galanthus nivalis, jacalina, proteinas com dominios de
lectina leguminosa, motivo lisina, nictaba e familia B-ricina (VAN-DAMME et al., 2007).

As lectinas possuem importantes funcdes bioldgicas, dentre as quais € possivel



citar interagdo e reconhecimento de carboidratos por aquelas presentes em hepatécitos
dos hormdnios luteinizante e tireotropina, o que permite a internalizagdo dos mesmos e
regulacao de suas atividades, processos infecciosos como a infecgéo do virus influenza e
dos virus do herpes simples HSV 1 e HSV 2 pela interagdo com carboidratos de superficie
das células hospedeiras, o reconhecimento por aquelas presentes na membrana do
complexo de Golgi de proteinas marcadas com o oligossacarideo manose-6-fosfato o que
facilita seu transporte para lisossomos (VAN-DAMME, 2014; NELSON & COX, 2015).

O género Amaranthus compreende aproximadamente 80 espécies vegetais.
Algumas dessas espécies ja foram descritas como ervas daninhas devido a sua capacidade
de diminuir a qualidade e o nUmero de gréos de outros vegetais quando plantados proximos
a ele. Além disso, foram identificados metabdlitos secundarios provenientes deste género
com poder alelopatico capazes de reduzir o vigor de outras plantas daninhas e de matar
bovinos leiteiros. Apesar destes efeitos, devido ao alto teor de proteinas, amido e nitrogénio
em seus graos, o interesse sobre este género como fonte de alimentagéo para humanos tem
sido crescente (EL-GHAMERY, et al., 2017). Sendo assim, & de fundamental importancia
o estudo e caracterizagdo de lectinas e inibidores de protease provenientes do género
Amaranthus. Ideias iniciais destes processos seréo fornecidas a seguir.

Identificar amostras de extratos vegetais que contenham inibidores de tripsina e

construir a curva de inibi¢ao.

a. Pipetas automaticas
b. Pipetade1 mLe5mL
c. Provetas de 25 ou 50 mL

d. Becker de 25 ou 50 mL

a. Tampéo Tris-HCI 0,1M pH 8
b. HCI10°M

c. BAPNA (Cloridrato de N-a-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida) - SUBSTRATO es-
toque (438 mg de BAPNA em 10 mL de DMSO)

d. Tripsina Bovina — ENZIMA estoque (5 mg/mL da enzima e diluir em 1 mM de



HCI)
e. Acido Acético 30%

f.  Diluicdo das amostras eluidas do FPLC e liofilizadas na seguinte propor¢éo: 1
mg em 1 mL de agua.

g. Adiluicao prévia do substrato e da enzima estoque (1/100) est4 demonstrada
na figura 6.

/ﬁ Retirar 700pL Tris-HCI Retirar 16uL HCI 102

Acrescentar 700uL BAPNA estoque Acrescentar 16pL Tripsina estoque

Tris-HCI 0,1M} {HCI 0%}
70mL ! i imL !

Figura 6 - Esquema geral para diluicdo do substrato e da enzima estoque.

Fonte: do proprio autor, 2022.

Em enzimologia o planejamento experimental € fundamental. Desta forma o uso de

quadros com os reagentes e 0s volumes necessarios para a pipetagem se faz necessario.

No quadro 8 estdao demonstrados os reagentes e 0os volumes necessarios para se

realizar o ensaio qualitativo.



Tubos | Tiewel | MO | Enzima | Amosta | BAPNA® | ogic, | Absds
(WL) 30% (uL)

brette 250 200 L 1 500

B, B’ 250 250 | e | e 1 500

1 250 150 50 50 1 500
250 150 50 50 1 500
250 150 50 50 1 500

* BAPNA: N-a-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida **Abs: absorbancia.
Quadro 8 — Protocolo para pipetagem em ensaio de inibigdo qualitativo.

Fonte: do préprio autor (2022).

a) Colocar em sequéncia todos os componentes da tabela acima até o AMOSTRA.
Pipetar 50 pL das amostras obtidas através cromatografia de gel filtracao;

b) Incubar os tubos em banho-maria 37°C por 2 minutos e acrescentar o BAPNA nos
tubos dentro do banho-maria;

¢) Aguardar 20 minutos de reacdo e ap0s esse tempo parar a reagao utilizando-se
acido acético 30%;

d) ar a leitura dos tubos em espectrofotébmetro a 405 nm;

e) A concentragéo de tripsina foi calculada de acordo com a equacgéo 1 (Trypsin
assay worthington Biochemistry). Uma unidade de inibi¢cdo de 1 pg de tripsina sobre
condi¢cbes padronizadas de ensaio, e calculada como descrito na equacéo 2.

Tripsina (%) = A280nm x 0,70 (Equagdo 1)

_ (A405nm1-A405nm 2)

Ul =
(A 405nm1-A 405nm0)

2 pg. (Equagdo 2)

Sendo, A405 nm1 o controle positivo (apenas tripsina), A405nm2 a amostra e
A405nmO0 o branco (apenas tampéao de ensaio e substrato

No quadro 9 estdo demonstrados os reagentes e 0os volumes necessarios para se

realizar o ensaio qualitativo.



Tubos Tri(fII)CI :-}IJZI?) Er('l:LTa Inil;iLd)or B?nF:E)I-\* A‘(‘:‘;'t‘i’go *Abs .
30% (kL) m
100%,
100%’, 250 200 1 S —— 1 500
100%”
B, B, B” 250 250 e 1 500
1,1, 17 250 180 50 20 1 500
1B 250 230 - 20 1 500
2,2,2” 250 160 50 40 1 500
2B 250 210 . 40 1 500
3,3,3 250 120 50 80 1 500
3B 250 170 - 80 1 500
4,8,4 250 80 50 120 1 500
4B 250 130 - 120 1 500
5,5, 57 250 40 50 160 1 500
5B 250 90 . 160 1 500
6,6,6” 250 50 200 500
6B 250 50 - 200 1 500

* BAPNA: N-a-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida **Abs: absorbancia.
Quadro 9 — Protocolo para pipetagem em ensaio de inibicdo quantitativo.

Fonte: do proprio autor (2022).

Sa0 necessarias as seguintes etapas:

1. Diluir as amostras do inibidor em agua ultrapura, agitar e centrifugar, que sera
utilizado para o experimento somente o sobrenadante.

2. Colocar em sequéncia todos os componentes da tabela 3 até o INIBIDOR.
3. Incubar os tubos em banho-maria 37°C por 2 minutos.

4. Acrescentar o BAPNA nos tubos num intervalo de tempo de 15 em 15 segundos,
com os tubos dentro do banho-maria.

5. Aguardar 20 minutos de reacéo.

6. Apbds esse tempo parar a reagao utilizando-se acido acético 30% no mesmo
intervalo de tempo que foi colocado o substrato

7. Realizar a leitura dos tubos em espectrofotdmetro a 405 nm, zerando o aparelho
com o tudo branco. Anotar os valores e construir a curva de inibicdo com os valores
obtidos (OBS: descontar o valor do tubo BRANCO de todas as amostras inclusive
do tubo 100%).
OBS: Realizar os testes em triplicata. As amostras extraidas da planta deverao ser
diluidas em agua ultrapura ou deionizada, agitadas e centrifugadas (3.000 rpm por 10 min),
reservando o sobrenadante para os testes.




1 - O que é uma protease?

2 - Qual a funcéo dos inibidores de proteases para as plantas?

3 - Qual a importancia dos inibidores de proteases nos sistemas biol6gicos?
4 - Os inibidores de proteinases poderiam ter funcédo inseticida? Explique

5 - Quais as classificacdes dos inibidores de protease?

Inibidores de proteases representam os medicamentos antivirais mais bem-sucedidos
atuando em enzimas virais. Um alvo potencial para agdo contra os coronavirus seria uma
protease (Mpro), a qual & necesséria para o processo de replicac¢ao viral e que seria inibida
pela combinacéo lopinavir/ritonavir (LPV/r), inibidores de protease usados no tratamento de
HIV. Entretanto, um estudo recente ndo mostrou beneficio com esses medicamentos em
pacientes com Covid-19. Outro antirretroviral, o atazanavir (ATV), também parece mostrar
atividade contra a protease do SARS-CoV-2 em experimentos in silico e evidéncias de
outros estudos apontam para sua capacidade de alcancar os pulmdes. Baseados nesses
achados prévios, ATV, com e sem a combinagédo com ritonavir, foi estudado como possivel
agente antiviral para o novo coronavirus.

Embora seja um estudo in vitro, os resultados mostram que ATV pode ser outra
medicag@o com potencial para o combate contra a Covid-19 e que 0 mesmo poderia ter
melhor performance do que a combinagéo LPV/r, j& que os dados mostram uma poténcia
pelo menos 10 vezes maior com o primeiro antirretroviral (Fintelman-Rodrigues, et al.,
2020).
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O ensaio de hemaglutinacao ocorre por
meio do reconhecimento de carboidratos na
superficie da célula por uma lectina ativa. A
identificacdo destas cadeias de agucar ocasiona
a aglutinagéo dos eritrocitos que por sua vez
formam uma rede reticulada em suspenséo.
Com esse método é possivel obter informagdes
sobre a especificidade de uma lectina e dados
semiquantitativos de ligacdo de acucares, de
forma simples e facil (SANO; OGAWA, 2014).

As lectinas, ou como também séao
chamadas, as aglutininas, foram descritas pela
primeira vez por Stillmark em 1988 durante
seu doutorado. Na sua tese ele relatou a
existéncia de uma hemaglutinina no extrato de

mamona e deu esse nome pela caracteristica

de hemaglutinacdo (STILLMARK, 1988). No
esquema 2 estdo demonstradas as principais
fungdes das lectinas na natureza.

Os aspectos mais importantes como
ocorréncia, ensaio de deteccao, especificidade,
ligacdo, purificacdo, interagcdo com células,
aglutinacdo celular, estimulo mitogénico,
mecanismo de defesa e toxicidade estdo

demonstrados no quadro 7.

As lectinas séao principalmente

constituidas por proteinas de ligagdo a
carboidratos ou glicoproteinas de origem néao
imune que se ligam as células ou as precipitam.
Geralmente as lectinas sdo classificadas em
quatro grupos, com base em sua afinidade para
se ligar a Glicose/manose, Galactose e N-acetil-
D-galactosamina, L-fucose e Acidos sialicos

(GOLDSTEIN et al., 1980; KUMAR et al., 2012).
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Esquema 2 — Func¢des das lectinas na natureza.

Fonte: do préprio autor, 2022.

Ocorréncia - Virus, Bactérias, Algas, Fungos, Invertebrados, Vertebrados, Plantas
Ensaio de - Aglutinacéo de eritrécitos modificados
Deteccao - Atividade mitogénica em linfocitos

Especificidade

- Inibicéo por agucares: Variagdo no C2 e C3 dos agucares (piranose)

Ligacao - Pontes de Hidrogénio e interagdes nédo polares

- Constante de afinidade: 10°- 107 indica ligagbes multivalentes
Purificacao - Cromatografia de afinidade
Composicao - Asp, Ser, Tre (até 30% do total de AA)/sem Cis (Lentilha, Jack bean)

- Com até 20% Cis (batata)
- Carboidratos (até 50%) - glicoproteinas
- ConA: nao é glicosilada

Interac6es com
células

- Especificidade a carboidratos
- Células cancerigenas ou transformadas se ligam preferencialmente
- Carboidratos de glicoproteinas e glicolipidios das membranas

Aglutinacao
celular

- Quantidade de sitios ligantes

- Estrutura quimica dos receptores
- Fluidez das membranas.

- Quantidades de cargas elétricas
- Estado metabdlico das células




Estimulo - Divisao celular e proliferagéao de linfocitos (T-cells dependente)
mitogénico - Aumento na sintese de DNA e producéo de IgG

- Germinagao de polen e crescimento do tubo polinico

- Proliferagéo celular de células vegetais/animais em cultura.

Mecanismo de - Inibicdo do crescimento de fungos (hifas)
Defesa - Inibicéo da germinacéo de esporos.
Toxidade - Sintese de proteinas.

- Destruicdo de microvilosidades
- Absorcéo de nutrientes

Quadro 10 - Aspectos Importantes das lectinas.

Fonte: do proprio autor, 2022.

O papel biolégico das lectinas esta relacionado ao transporte de agucar ou
armazenamento de carboidratos, assim como estar associadas a ligacdo de rizdbios
simbibticos para formar nédulos radiculares. Devido ao seu papel na adeséo e aglutinagéo,
as lectinas tém sido consideradas importantes na interagéo simbibtica e patogénica entre
alguns microrganismos e hospedeiros. As lectinas microbianas podem desempenhar um
papel importante na adeséo as superficies colonizadas pelos microrganismos. Por exemplo,
as lectinas do tomate se ligam as células da mucosa e resistem a desnaturagéo por acidos
e enzimas proteoliticas (KILPATRICK et al., 1984; KUMAR et al., 2012)

Estudos de revisdo tém demonstrado a aplicacdo em saude humana das lectinas,
como a inducdo da imunogenicidade, atividade antitumoral e antimicrobiana. Além do
mais, o uso de lectinas contra o HIV vem sendo considerado um hot spot (area quente) de
pesquisa sobre a doencga (HE et al., 2018).

Apesar de sua importancia no reino vegetal (CASTRO et al.,, 2018) e as inUmeras
aplicagbes biotecnoldgicas as lectinas sdo consideradas como fatores antinutricionais
quando consumidas de forma crua. Estudos de digestibilidade vém sendo realizados
utilizando técnicas de eletroforese e simulagdes do sistema gastrico (enzima pepsina) e
intestinal (tripsina e quimiotripsina), com e sem aquecimento de extratos de sementes de
Chenopodium quinoa, conhecida como quinua (SILVA et al., 2015), folhas de Pereskia
aculeata Miller, conhecida como ora-pro-nébis (POMPEU et al., 2014), sementes de pequi
(GONCALVES; GRANJEIRO; SILVA, 2017). Estes estudos evidenciaram a importancia
do cozimento para a desnaturacéo das lectinas que foram previamente identificadas em

extratos.

Os procedimentos visam determinar a atividade hemaglutinante das lectinas (EB e
os picos da coluna de afinidade) frente aos diferentes eritrécitos (POMPEU et al., 2015).



ATENCAO!!
Cuidados para manuseio do sangue:

+  Todo material biolégico deve ser mantido resfriado (4°C), para pre-
servagao das atividades enzimaticas e diminuigdo do metabolismo
celular.

Usar luvas cirdrgicas para manipulagéo.

+  Evitar manuseio por varias pessoas.

Dosar a atividade hemaglutinante em amostras extraidas das sementes de

Amaranthus caldatus ou de outras sementes de leguminosas.

a. Placas de microtitulacdo

b. Pipetas automaticas

c. Pipetade 1 mL

d. Provetas de 25 ou 50 mL

e. Becker de 25 ou 50 mL

f.  Solucgéo salina isoténica

g. Hemacias de humanos (A, B, O)

h. Solugdes de agucares (100 mM) e glicoproteinas (1 mg/mL)

a. 0,8 g de cloreto de sodio (NaCl 0,8 %)

b. 0,2 g de cloreto de potassio (KCI 0,2 %)

c. 2.2 g de fosfato de sédio hidratado (Na , HPO,0,17 %) ou 1,15g do Anidro
d. 0,02 g de fosfato de potassio (KH,PO, 0,02%)

e. H,Opgs 1000 mL



a. 1,21 gTris

b. 4,23 g NaCl

c. 0,367 g de cloreto de calcio (CaCl, 5 mM)
d. Acertar pH para 7,5 com HCI 50%

e. H,Opgs 500 mL

a. 2,05 gde glicose
b. 0,80 g de citrato de sddio
c. 0,42 g de cloreto de sodio

d. H,0pgs 100 mL

a. 0,001 g de enzima tripsina

b. PBSpgs 1.0 mL

a. 9,000 g de cloreto de sbodio (NaCl)
b. H,0Opgs 1000 mL

1. Coletar 5 mL de sangue e adicionar 5 vezes o volume de solucdo salina, ou
solucéo Alsever para evitar a coagulagéo do sangue;

2. Centrifugar por 10 minutos a 3.000 rpm (1.400 g por 5 minutos) a solugéo acima
separando o plasma do precipitado de eritrécitos;

3. Retirar o plasma e lavar repetidamente por 4 vezes (1800 g por 5 min) o precipitado
de eritrocito com solugéo salina 0,15 M em uma proporgéo de 1/3 (v/v), (5 mL de
eritrocito para 15 mL de solugéo salina);

4. A suspensao de eritrocitos lavada pode ser armazenada, em solucéo salina, para
uso posterior por até 4 dias em geladeira.



1. Adicionar a 1 mL de eritrocitos lavados em solucado salina, um volume de 24 mL
de PBS e 1 mL de solugao de Tripsina 1%. Deixar a mistura acima incubada por 1
hora a 37°C;

2. Parar a reagcado da mistura acima, adicionando solugéo salina gelada;

3. Centrifugar a mistura por 10 minutos a 1.800 g por 5 minutos, de forma obter
somente o precipitado de eritrocitos;

4. Lavar repetidamente por 4 vezes (1800 g por 5 min) o precipitado de eritrocito
com solugédo salina 0,15 M em uma proporgéo de 1/3 (v/v), (5 mL de eritrécito para
15 mL de solugéo salina), de forma retirar o excesso de tripsina e de PBS.

1. Adicionar 50 pL de CTBS nos pocos que serdo utilizados de uma placa de
microtitulacéo;

2. Adicionar 50 pL da amostra nos primeiros pocos da coluna 01;

3. Diluir serialmente a amostra com agitacéo e transferéncia de 50 L para o pogo
seguinte até a penultima coluna (11), descartando 50 pL. Considerar como controle
os ultimos pocos que ndo apresentam amostra;

4. Adicionar a todos os pocos 50 uL de CTBS;

5. Adicionar aos pogos 50 pL de suspenséo de eritrocitos (eritrécitos intactos e
tripsinizados devem ser diluidos a uma concentracao de 2%, ou seja, 100 pL = 0,1
mL de eritrocitos para 4,9 mL de CTBS);

6. Incubar a placa durante 2 horas a temperatura de 37°C.

1. Determinar a concentracdo minima de lectina que ocasione hemaglutinacao.
2. A lectina apresenta especificidade para algum tipo eritrocito.

ANOTACOES:

Tipo Sanguinea | CAMAH [ ffa/mL) 1 2 3 g9 10 11 12
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1. O que é ensaio de hemaglutinagéo? E qual seu principal objetivo?
2. Quais os possiveis interferentes nesse tipo de ensaio?

3. Quais os tipos de aglutinagéo e suas diferencas?

Segundo a plataforma de busca de patentes “Lens.org” realizada até maio de 2021,
havia 1.206 registros de patentes contendo o termo “hemagglutination” no seu titulo, resumo
ou reivindicagbes em ambito global. Essas patentes podem conter métodos de ensaios de
hemaglutinacéo, equipamentos, solugdes, reagentes ou novas formas de amostragem e
analise a serem utilizadas nesse tipo de ensaio. Das 1.206 patentes apenas 311 estédo
ativas, 313 estdo pendentes e 263 estdo expiradas. A empresa de produtos quimicos e
cosmeéticos KAO Corporation, com sede em Toquio — Japédo, é a pioneira na solicitacéo
de patentes contendo o termo “hemagglutination”, tendo posse de 13 pedidos de patentes
ativos e 15 pendentes.

No Instituto Nacional de Propriedade Industrial, o INPI, foram encontrados apenas
4 registros de patentes com o termo “hemaglutinacao” no resumo, sendo um depoésito de
origem brasileira e os demais depositantes norte americano, chinés e cubano. A invencéao
brasileira trata de um Método e kit para deteccdo de anticorpos em liquidos biolégicos,
dirigidos contra antigenos presente no esquistossoma ou em representantes do seu ciclo
evolutivo, sob o codigo INPI de P1 9800133-7 A2 (MACHADO, 1998).
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Eletroforese é o processo de movimentar
moléculas carregadas em solucdo através da
aplicacdo de um campo elétrico. A eletroforese
tem sido utilizada para separacdo analitica e
preparativa de proteinas e acidos nucleicos
em funcdo das moléculas serem dotadas de
diferentes cargas, formas e tamanho e migrarem
de forma diferente (Fig. 8) (WILSON; WALKER,
2010).
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‘ Molécula Carregada Positivamente O Molécula sem Carga
. Molécula com Carga Neutra e Molécula Carregada Negativamente

Figura 8 - Movimento das moléculas de acordo
com a carga elétrica global em um campo
elétrico. A: molécula com cargas negativas
migra em direcdo ao polo positivo; B:
molécula sem carga nao apresenta migracao;
C: molécula com namero igual de cargas
positivas e negativas também néao apresenta
migragao; D: molécula com cargas positivas
migra em direcdo ao polo negativo.

Fonte: do préprio autor, 2022.

Técnicas de eletroforese sdo Uteis em
vérias areas de pesquisa e aplicagdo como
bioquimica, quimica de proteinas, farmacologia,
medicina forense, investigacbes clinicas,
veterinaria, tecnologia de alimentos, genética e
biologia molecular. No que se refere a andlise
de proteinas, os principais objetivos com o uso
da eletroforese séo caracterizagao qualitativa de

uma mistura; controle de pureza; determinagao



de tamanho, carga e quantidade; identificacao da proteina e purificacao.

A separacdo é feita em solugdo aquosa, mas uma matriz € necessaria porque
a corrente elétrica que passa pela solugcdo gera calor, que causa difusdo e mistura
convectiva das fracées na auséncia de um meio de estabilizagdo (Protein electrophoresis,
Hoefer). Varios tipos de matrizes podem ser utilizados, mas a matriz composta de gel de
poliacrilamida € a que oferece as melhores propriedades para separagdes eletroforéticas de
proteinas com alta resolugdo. Existem inUmeras variagbes metodoldgicas de separacoes
eletroforéticas de proteinas. Elas se baseiam, principalmente, em diferencas de carga, pl
e tamanho das proteinas.

E possivel separar proteinas com velocidades de migracdo diferentes (proteinas
com diferentes cargas se locomovem com velocidades diferentes num campo elétrico), o
que é geralmente feito em pH fixo. Por exemplo, se a separacgéo for feita em pH alto, como
no exemplo a seguir, a maioria das proteinas estaréo negativas (isto oferece a vantagem
pratica de todas migrarem na mesma direcdo). Porém, estardo com diferencas de carga
liquida negativa e, assim, migrardo com velocidades diferentes em um campo elétrico
(Figura 9).
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Figura 9 — Eletroforese de proteinas de separagédo por carga.

Fonte: do proprio autor, 2022.

Se a separacgao for feita em gradiente de pH, & possivel separar proteinas com



diferentes pontos isoelétricos (pls). Nesta forma de eletroforese, chamada de focalizagéo
isoelétrica, as proteinas migrardo até atingirem o valor de pH onde a sua carga total é zero

(pl) e ai ndo apresentarem mais mobilidade eletroforética (Figura 10).
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Figura 10 — Eletroforese de proteinas de separagéo por ponto isoelétrico.

Fonte: do préprio autor, 2022.

Neste caso, a matriz funciona como uma “peneira”, permitindo a passagem de
proteinas menores mais rapidamente do que as maiores. Utilizando o detergente SDS
(sédio dodecil sulfato) é possivel fazer com que a carga especifica de cada proteina nao
influencie na separagédo. O detergente se liga as proteinas formando uma capa negativa
que mascara as cargas intrinsecas (Figura 11).
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Figura 11 - Eletroforese de proteinas de separacéo por tamanho.

Fonte: do préprio autor, 2022.

Um método eletroforético comumente utilizado para determinacdo da pureza e
do peso molecular de proteinas faz uso do detergente dodecil sulfato de sodio (SDS),
com estrutura quimica, conforme demonstrada na figura 12. O SDS liga-se a maioria das
proteinas, provavelmente por interacdes hidrofébicas em quantidades grosseiramente
proporcionais ao peso molecular de cada proteina e, em geral, na propor¢do de uma
molécula de SDS para cada dois residuos de aminoacidos. O SDS ligado adiciona
uma grande carga negativa & molécula de proteina, tornando insignificantes as cargas
intrinsecas dela.

Figura 12 — Estrutura quimica do dodecil sulfato de sodio (SDS).

Fonte: do proprio autor, 2022.

A conformacgédo nativa das proteinas é alterada quando o SDS se liga a elas e a
maioria adquire, entdo uma mesma forma geométrica, isto as torna muito semelhantes
entre si e, por esta razdo, passam a ter uma mesma relagdo entre a carga elétrica e a
massa.



Recentemente estudos de digestibilidade de proteinas simulando a digestdo no
estdbmago e nointestino in vitrovém utilizando eletroforese para demonstrar o comportamento
de fatores antinutricionais na presenca das enzimas digestivas como pepsina, tripsina e
quimotripsina. S&o técnicas de baixo custo e efetivas para auxiliar a compreensdo dos
fatores antinutricionais e alertar a populagéo sobre a importancia de cozinhar os alimentos
para ingestdao. Exemplos dessa aplicagdo séo a identificagcdo de fatores antinutricionais,
como inibidores de protease e lectinas, em folhas de Pereskia aculeata, conhecida como
ora-pro-nodbis & um ingrediente comum na culinaria mineira (POMPEU et al., 2014), assim
como presente também em sementes de quinoa, planta andina de grande interesse
nutricional (SILVA et al., 2015).

Na figura 13 estéo apresentados, basicamente, os componentes necessarios para o

funcionamento de um sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida.

Realizar eletroforese em gel de poliacrilamida com detergente SDS (SDS-PAGE)
com marcadores de massa molecular relativa e amostras de proteinas extraidas de
sementes.



Figura 13 - Esquema geral do sistema de eletroforese. 1. Fonte de energia que fornece
voltagem e corrente. 2. Aparelho de eletroforese, constituido por 2.1. Cabos de ligagéo da fonte
ao aparelho de eletroforese, 2.2. Eletrodo positivo (anodo), 2.3. Eletrodo negativo (catodo),
2.4. Reservato6rio para tampdes, 3. Matriz de separagéo (no caso, gel de poliacrilamida), 4.
Tampdes.

Fonte: do proprio autor (2022).

a. Pipetas automaticas

b. 3 Becker de 25 ou 50 mL
c. Cuba de eletroforese

d. Placas de vidro

e. Espacadores e Pentes



4. SOLUCOES

a. Solucao de Bis-Acrilamida
a. 30,0g de acrilamida
b. 0,8g de bis-acrilamida
¢. H,Opgs 100 mL

b. Tampao Tris-HCI 1,0 M pH 8,8 (Running Gel)
a. 60,55g de Tris
b. H,O pgs 500 mL

c. Tampao Tris-HCI 1,0 M pH 6,8 (Stacking Gel)
a. 60,55g de Tris
b. H,0Opgs 500,0 mL

d. Tampao Amostra (Sample Buffer)
a. 0.400 mL de Tris-HCI 1.0 M pH 6,8
b. 0,500 mL de glicerol
c. 0,125 mL de azul de bromofenol
d. H,0Opgs 3,100 mL
e. SDS 20%

e. Tampao de Corrida 10 X Tris-HCI 0,025M (Running Buffer)
a. 15,2g de Tris
b. 72,2g de glicina
c. 5gde SDS
d. H,O pgs 500 mL

f. Corante (Stain)
a. 400 mL de metanol PA
b. 100 mL de é&cido acético PA
c. 1,25g (1250 mg) de coomassie blue R-250
d. H,O pgs 500 mL

g. Descorante (Destain)

a. 500 mL de metanol PA

Capitulo 9




b. 100 de acido acético PA
c. H,Opgs 400 mL

a. 10g PSA------- 100 mL H,0
b. 0,1g PSA------ 1mLH0

c. Preparar no dia, e conservar com papel aluminio

a. 20,00 g SDS dodecil sulfato de sodio
b. H,0Opgs 100 mL

1. As amostras (5 pL de uma solugdo com aproximadamente 50 ug de proteina)
deverao ser dissolvidas em 15 pL de tampao amostra contendo 2% de SDS. No
caso das amostras reduzidas, sera empregado ditiotreitol (100 mg/mL) no mesmo
tampéo e em seguida as amostras seréo aplicadas em volume maximo de 40 pL.

2. Apés a corrida, o gel seré retirado das placas e colocado em uma solugéo contendo
coomassie blue R-250 0,25% em metanol, 4cido acético e dgua (40:10:50, v/v), para
coloracdo das proteinas. Para remogao do excesso de corante e visualizagéo das
bandas de proteinas, sera efetuada a descoloragéo do gel por lavagem na mistura
de metanol, acido acético e agua (40:10:50, v/v).

3. No quadro 10 estdo demonstrados os reagentes necessarios para o preparo do gel
de corrida, enquanto no quadro 11 estdo demonstrados os reagentes necessarios
para o preparo do gel de empacotamento.

Porcentagem | oriamiaa | MpHas | MO | SDSZ0% | Temed | PSAiov
(mL) (mL)

12,5% 6,25 5,6 3,175 0,075 0,010 0,050

15% 7,5 5,6 1,85 0,075 0,010 50

17% 8,5 5,6 0,95 0,075 0,010 50

7,5 0% 3,75 5,6 5,675 0,075 0,010 50

Quadro 11 - Gel de corrida (Running Gel).

Fonte: do proprio autor, 2022.




Porcentagem Bls- | Tris-HCI1 H,0 SDS20% | Temed | PSA10%
do Gel Acrilamida | M pH 6.8 (n'sz) (mL) (mL) (mL)
(mL) (mL)
5% 0,85 0,625 3,5 0,025 0,005 0,025
3% 0,50 0,625 4,45 0,025 L 0,005 0,025

Quadro 12 - Gel de aplicagao ou empacotamento (Stacking Gel).
Fonte: do proprio autor, 2022.

OBS.: Usar amperagem constante: 60 volts no gel da Aplicagéo e 100 volts no gel de corrida.
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1. Qual é o principio da técnica de eletroforese?

2. Quando se utiliza o gel de agarose e o gel de poliacrilamida?
3. Qual a importancia do SDS na eletroforese?

4. Qual a importancia do tampao na extragdo das proteinas?

5. Como interpretar o resultado da técnica de eletroforese?

Um exemplo de aplicacdo da eletroforese é o exame de apoio para diagnostico
de hemoglobinopatias e talassemias. Na eletroforese de hemoglobina pode-se realizar a
separacgéo e medicao de hemoglobinas normais e algumas anormais. Esta analise objetiva
identificar os diferentes tipos de hemoglobina que podem ser encontrados no sangue.

As hemoglobinopatias sdo altera¢des hereditarias que afetam a hemoglobina.
Estas alteracoes podem ser estruturais (anemia falciforme) ou por deficiéncia de sintese
(Talassemias). O tipo de hemoglobina é identificado por meio da eletroforese em pH alcalino
(em torno de 8,0 — 9,0), que é uma técnica baseada na taxa de migracdo da molécula
quando submetida a uma corrente elétrica, havendo a visualizacdo de bandas de acordo



com o tamanho e peso da molécula. O resultado € entdo comparado a um padréo normal,
saudavel, verificando a presenca de hemoglobinas anormais (FROMMEL, 2018).

De acordo com o padrdo de bandas apresentado, & possivel identificar o tipo de
hemoglobina do paciente. A hemoglobina A1 (HbA1) apresenta maior peso molecular, néo
sendo notada tanta migracéo, enquanto a HbA2 é mais leve, ficando mais ao fundo do gel.
O diagnéstico diferencial das talassemias também pode ser feito por meio da eletroforese
de hemoglobina associada ao HPLC, em que s&o verificadas as concentragdes de cadeias
alfa, beta, delta e gama, verificando a auséncia ou presenca parcial dessas cadeias de
globinas e, de acordo com o resultado, determinar o tipo de talassemia (KASVI, 2018).

FROMMEL, C. Newborn Screening for Sickle Cell Disease and Other Hemoglobinopathies: A Short
Review on Classical Laboratory Methods-Isoelectric Focusing, HPLC, and Capillary Electrophoresis.
International Society of Neonatal Screening, v. 4, n. 4, p. 39-45, 2018.

KASVI. Eletroforese de Hemoglobina no diagnéstico de Hemoglobinopatias. Disponivel em: https://
kasvi.com.br/eletroforese-hemoglobina-hemoglobinopatias/. Acesso em: 17/08/2021.

POMPEU, D. G.; CARVALHO, A. S.; COSTA, O. F,; GALDINO, A. S.; GONCALVES, D. B.; SILVA, J.
A.; GRANJEIRO, P. A. Fatores antinutricionais e digestibilidade in vitro de folhas de Pereskia aculeata
Miller. BBR - Biochemistry and Biotechnology Reports, v. 3, n. 1, p. 1-9, 2014.

SILVA, J. A.; POMPEU, D. G.; COSTA, O. F.; GONCALVES, D. B.; SPEHAR, C. R.; MARANGONI, S;
GRANJEIRO, P. A. The importance of heat against antinutritional factors from Chenopodium quinoa
seeds. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 35, n. 1, p. 74-82, 2015.

WILSON, K.; WALKER, J. Principles and Techniques of Practical Biochemistry and Molecular Biology.
72 ed. Cambridge University press, Cambridge - Gra-bretanha, 2010.
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Para determinar o0 sucesso de
um esquema de purificacdo de proteina,
monitoramos cada etapa do procedimento
determinando a atividade especifica da mistura
proteica e submetendo-a a uma andlise por
SDS-PAGE. Considere os resultados para a
purificacdo de uma proteina ficticia, resumidos
no quadro 13 (VOET; VOET, 2010).

Etapa Proteina Total | Atividade Total Atividade Rendimento Grau de
(mg) (unidades) Especifica (%) Purificagao
(unidade mg')
Homogeneizagéo 295 5.300 18 100 1
Fracionamento 183 5.215 29 99 1.6
salino
Cromatografia de 55 3.281 59 62 3,3
filtracéo em gel
Cromatografia de 45 3.021 67 57 3,7
troca ibnica
Cromatografia de 6,6 1.708 259 32 14,5
Afinidade

Quadro 13 — Quantificagdo de um protocolo de purificacdo de uma proteina ficticia.

Fonte: do proprio autor (2022).



Em cada etapa os seguintes parametros sdo medidos:

Proteina Total: A quantidade de proteina presente em uma fragdo é obtida de-
terminando-se a concentracao de uma parte de cada fragcdo, multiplicando pelo
volume total da fragéo.

Atividade Total: A atividade enzimatica da fracdo é obtida medindo-se a ati-
vidade da proteina no volume da fragdo utilizada no ensaio, multiplicada pelo
volume total da fragéo.

Atividade Especifica: este parametro é obtido dividindo-se a atividade enzi-
matica total pela a quantidade total de proteinas presente em cada etapa de
purificagdo. Esse indice aumenta ap6s a purificagao.

Grau de Purificacao: Estes parametros e a medida do aumento de pureza é
obtido através da divisdo das atividades especificas, calculada ap6s cada eta-
pa de purificagéo, pelas atividades especifica do extrato inicial. Ou seja, indica
quanto (rendimento em %) da proteina de interesse ativa presente no material
de partida foi recuperada ao final da purificacdo. Um grau de perda € inerente
do processo de purificagao.

Também podem ocorrer perdas por desnaturagéo das proteinas devido as diferentes

condicbes (pH, sais etc.) a que sdo submetidas nas diferentes etapas de purificagéo.

Espera-se recuperar o maximo possivel da proteina de interesse.

Determinar o rendimento e o grau de purificacdo do inibidor de proteinas extraidas

de sementes.

Tubos de ensaio previamente lavados com alcool;
Estantes para tubo ensaio

Espectrofotdmetro

Pipetas de vidro de 1ImL e 5 mL

Pipetas automaticas

Provetas de 25 ou 50 mL

Beckers (25 e 50 mL)

Etanol 95%



Reagente de Bradford;
Solugéo de albumina do soro bovino (BSA);
Tampao Tris-HCI 0,1M pH 8 e HCI 10-3 M;

BAPNA (Cloridrato de N-a-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida) - SUBSTRATO es-
toque (438 mg de BAPNA em 10 mL de DMSO);

Tripsina Bovina — ENZIMA estoque (5 mg/mL da enzima e diluir em 1 mM de
HCI)

Acido Acético 30%;

Amostra da extracéo salina (EB). Anotar o volume final e guardar 0,5 mL para
as dosagens a adiante;

Amostra do FPLC das colunas de gel filtragéo (PII) e de troca ibnica (DI). Anotar
o volume final e guardar 0,5 mL para as dosagens a adiante.

De acordo com o Quadro 14 pipetar os volumes de acordo com os reagentes.

Tubos Concentracao BSA (mL)* Agua (mL) | Bradford *Abs
Mg/l (mL) 595nm
1,117 Branco - 0,5 4,5
2,2’,2” 10 pg / 5000 pL=2 pg/1000 pL 0,010 mL= 10 pg 0,490 4,5
3,3,3” 20 pg / 5000 pL=4 pg/1000 pL 0,020 mL= 20 pg 0,480 4,5
4.4°.4” 40 pg /5000 pL = 8 g /1000 pL 0,040 mL= 40 ug 0,460 45
555" 60 pg /5000 uL =12 ug /1000 pL 0,060 mL= 60 ug 0,440 45
6,6’,6” 80 pg /5000 pL =16 pg /1000 pL 0,080 mL= 80 ug 0,420 4,5
7,77 | 100 pg /5000 pL =20 ug /1000 L | 0,100 mL= 100 pg 0,400 45
AMOSTRA Agua (mL) | Bradford | Abs .
(mL)
7,77 EB 1/5 0,100 0,400 4,5
8,8’,8” Pl 0,100 0,400 4,5
9,9',9” DI 0,100 0,400 4,5

*BSA: albumina soro bovino ** Abs: absorbéncia. Fonte: do proprio autor (2022).

Quadro 14 — Quadro para determinar proteina total.

1. Pipetar nos tubos os reagentes de acordo com a tabela acima. Ap6s ensaio, agitar
os tubos em vortex, apés 5 minutos em temperatura ambiente (escuro), e fazer a

leitura no espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595nm.




2. Achar média das triplicatas, subtrair do tubo 1 (controle) e grafar no programa
(absorbancia em Y e concentragéo de BSA em X).

3. Calcular a concentragéo de proteina em EB e nos picos da coluna usando a
Equacao da Reta e os dados do programa.

4. Caso a solugdo esteja muita concentrada, sera necessario fazer as diluicbes
apropriadas para leitura. Lembre-se de considerar as diluicbes quando calcular a
concentracéo da amostra.

De acordo com o Quadro 15 pipetar os volumes de acordo com os reagentes.

Tubos | Tiepel | MO | Enzima | Amosta | BAPNA® | ogic, | Absds
(WL) 30% (uL)

brette 250 200 I 1 500

B, B’ 250 250 | e | e 1 500

EB 250 150 50 50 1 500

Pl 250 150 50 50 1 500

DI 250 150 50 50 1 500

* BAPNA: N-a-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida **Abs: absorbancia.
Quadro 15 — Quadro para determinar atividade de inibigao.

Fonte: do préprio autor (2022).

1. Colocar em sequéncia todos os componentes da tabela acima até o AMOSTRA.
Pipetar 50 pL das amostras obtidas através cromatografia de gel filtracao;

2. Incubar os tubos em banho-maria 37°C por 2 minutos e acrescentar o BAPNA nos
tubos dentro do banho-maria;

3. Aguardar 20 minutos de reacao e ap0s esse tempo parar a reagao utilizando-se
acido acético 30%;

4. Realizar a leitura dos tubos em espectrofotdmetro a 405 nm;

5. A concentracao de tripsina foi calculada de acordo com a equacgéo 3 (Trypsin

assay worthington Biochemistry). Uma unidade de inibi¢cdo de 1 pg de tripsina sobre
condi¢cbes padronizadas de ensaio, e calculada Realizcomo descrito na equacéo 4.

m
Tripsina (m—i) = A280nm x 0,70 (Equacéo 3)

_ (A405nm1-A405nm 2 x
~ (A 405nm1-A 405nm0) HE-

Ul

(Equacéo 4)



ETAPA VOLUME | PROTEINA | ATIVIDADE A.E. RENDIMENTO | PURIFICACAO
(mL) (mg/mL) (un (Ul/mg) (%) (Vezes)

Extrato 102 295 5.300 18 100 1

Bruto

Gel 12

Filtracao

G-50

DEAE- 10
Sepharose

Quadro 16 — Quadro com a purificagdo e rendimento.

Fonte: do préprio autor (2022).

01.Umabioquimicaconseguiu purificarumaproteinaatravés damarchade purificacao
a seguir. 1° passo: cromatografia de filtracdo em gel. 2° passo: cromatografia de
troca anidnica. ApOs cada passo os tubos que continham a atividade de inibidor de
tripsina foram reunidos.

a) O que significa atividade especifica?

b) O que significa o calculo do rendimento e grau de purificacdo para a proteina?

Processo de purificacado de imunoglobulina G (IgG) com alto desempenho e
rendimento. A imunoglobulina G (IGG) é uma proteina sanguinea com papel importante
na resposta imune humana e animal em reconhecer agentes estranhos ao organismos. A
IgG pode ser obtida a partir do plasma ou soro sanguineo humano ou animal ou pode ser
produzida através da tecnologia de hibridomas e da tecnologia do DNA recombinante. E
reconhecida como uma produto chave dentre os hemoderivados decorrente da crescente
demanda em aplicagdes terapéuticas. Além dessa importante aplicacédo, a IgG € muito
utilizada em kits de diagnésticos e como ligante em cromatologia de imunoafinidade para
purificacao de proteinas e antigenos. Para todas as aplica¢des é de suma importancia que
se tenha um grau de pureza elevado. Desenvolvido na Unicamp um inédito processo de
purificacao da IgG a partir de solugbes brutas de soro ou de plasma sanguineo humano
ou animal, resultando em alto grau de pureza. Durante o processo é utilizado adsorventes
de baixo custo para minimizar o nimero de etapas e eliminar problemas da técnica de
cromatografia de afinidade tais como perda da capacidade do adsorvente com o tempo
de utilizacdo, toxicidade em caso de desprendimento do ligante da matriz cromatografica,




perda da atividade biologica da IgG devido a eluigéo realizada em valores de baixo pH e
estocagem do adsorvente com menor possibilidade de contaminagéo bacteriana. Elimina-
se também com este processo a combinacdo de técnicas de precipitagdo de etanol e
cromatografia de troca-iénica, utilizando para isso, adsorventes com ligantes néo biol6gicos

imobilizados.

POMPEU, D. G.; MATTIOLI, M. A;; RIBEIRO, R. I. M. A.; GONCALVES, B.; MAGALHAES, J. T;
MARANGONI, S.; SILVA, J. A.; GRANJEIRO, P. A. Purification, partial characterization and antimicrobial
activity of Lectin from Chenopodium quinoa seeds. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 35, n. 4, p.
696-703, 2015.

VOET, D. & VOET J. G. Bioquimica. 4a Edigao, Editora Artmed, Porto Alegre-RS, 2011.
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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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Os biossurfactantes s@o metabdlitos
secundarios encontrados na natureza na forma
de moléculas complexas como: glicolipideos,
fosfolipideos e lipopeptideos, complexos de
proteinas, polissacarideos e &acidos 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 fungdes no desenvolvimento celular,
inclusive atividade antimicrobiana (LIMA et
al., 2018). O tipo de biossurfactante gerado
depende de cada cepa e de uma série de
condicbes de crescimento celular, altamente
influenciadas pelos constituintes do meio de
cultivo, pH, temperatura, agitacdo e aeracéo
(FADHILE ALMANSOORY et al., 2017; LIU et
al., 2020) (Tabela 6).

As forgas de interagéo entre as moléculas
de mesmo estado fisico sdo denominadas
de interfaciais, e de diferentes estados fisico
de superficiais (SONI, 2019). Na interface
liquido/ar as moléculas de superficie ndo estao
completamente envolvidas por outras moléculas
vizinhas, entdo elas sdo mais coesas com
aquelas encontradas na interface entre o liquido
e o ar, de modo que cada molécula de superficie
€ atraida pelas moléculas internas em direcédo
ao centro do liquido. Portanto, a superficie
externa do liquido permanece sob tenséo,
comportando-se como uma pelicula fina elastica
(Figura 16a). A tensao superficial depende de
diversas variaveis, incluindo a composi¢édo do
liquido, a temperatura e o ambiente circundante.
Por exemplo, a tensdo superficial geralmente
diminui com o0 aumento da temperatura. O termo
tensao superficial € geralmente aplicado quando
ha uma Unica superficie de liquido, por exemplo,
na interface liquido-ar ou liquido-sélido. No caso
de dois liquidos imisciveis onde existe uma
interface entre os dois liquidos, este efeito é
frequentemente denominado tensao interfacial
(SONI, 2019) (Fig. 16b).



TIPO DE BIOSSURFACTANTE

MICRORGANISMOS

Glicolipideos
- ramnolipideos
- soforolipideos
- trehalolipideos

Lipopeptideos e lipoproteinas
- peptideo-lipideo

- viscosina
- serrawetina

- surfactina

- subtilisina
- gramicidina

- polimixina

Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos

- acidos graxos
- lipideos neutros
- fosfolipideos

Surfactantes poliméricos
- emulsan
- biodispersan
- liposan
- carboidrato-lipideo-proteina
- manana-lipideo-proteina

Surfactantes particulados
- vesiculas
- células

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola

Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus brevis
Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Tabela 6 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores.
Fonte: NITSCHKE, 2002.
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Figura 15 - Estruturas quimicas de alguns biossurfactantes.

Fonte: do préprio autor, 2022.
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Figura 16 - Esquema das forgas coesivas entre as moléculas, caracterizando a tenséo
superficial (A) e a tensdo interfacial (B).

Fonte: do proprio autor, 2022.

A capacidade de reduzir a tensdo superficial e interfacial &€ uma fungdo chave
das moléculas anfifilicas (MARTINS et al., 2018). Este &€ um requisito para a formacéao
de emulsdes cineticamente estabilizadas, por exemplo. Moléculas anfifilicas, incluindo
biossurfactantes, adsorvem em interfaces (ar / liquido, liquido / liquido, sélido / liquido)
devido a sua natureza hidrofébica-hidrofilica dupla. Como as moléculas de surfactante
substituem as moléculas de agua ou 6leo ao longo da interface, elas reduzem efetivamente
as forcas intermoleculares entre as moléculas de solvente, reduzindo assim a tenséo
superficial ou interfacial (JAHAN et al., 2020). Um bom surfactante permite baixar a tensao
superficial da dgua de 72 para 35 mN/m e a tenséao interfacial entre a 4gua e n-hexadecano
de 40 para 1 mN/m (PACHECO, 2008).

A tenséao superficial €, portanto, a forca de atracao existente entre as moléculas dos
liqguidos. Com o aumento da concentracédo de surfactantes no meio, a tensdo superficial
diminui até atingir a estabilidade. A partir dessa concentracdo ha a formacao de micelas
esféricas, sendo assim, este ponto denominado de concentragéo micelar critica (CMC),
corresponde a minima concentra¢ao de surfactante necessaria para que a tenséo superficial
seja reduzida ao maximo (Fig. 17) (PIRES et al., 2020; KUMAR; NGUEAGNI, 2021). ACMC

€ um dos indices mais utilizados para a avaliacao da atividade surfactante.
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Figura 17 - Esquema da curva de Concentracao Micelar Critica (CMC) com as respectivas
organizagdes das moléculas de biossurfactante na superficie da agua.

Fonte: do proprio autor, 2022.

A etapa de purificacao de biossurfactantes representa custos consideraveis em sua
etapa de producgao podendo acarretar um custo adicional de até 60% a 80% ao bioprocesso,
limitando sua aplicacdo industrial (NOAH et al., 2002; SHALIGRAM; SINGHAL, 2010
INVALLY et al., 2019; CAPPELLETTI; ZANNONI, 2020). Esse isolamento pode ser feito por
precipitacdo através da acidificagcdo do sobrenadante (bastante utilizada para o isolamento
da surfactina) (HOROWITZ et al., 1990); da adi¢cdo de sais a solucdo de biossurfactante,
como sulfato de aménio (isolamento de Alasan de Acinetobacter radioresistens) (NAVON-
VENEZIA et al.,1995) e adi¢do de solventes misciveis em agua, tais como etanol, acetona
e cloroférmio (PARASZKIEWICZ et al., 2002).

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

b. Classificar o biossurfactante caracterizado.

a. Biossurfactante liofilizado;

b. Tampas de microplacas de 96 pocos;
c. Tensibmetro de bancada Kruss;

d. Vértex;

e. Balanca semianalitica e analitica.



a. Solucdes com o biossurfactante em diferentes concentracoes;
b. Oleo de motor 10 W-40;
c. Oleo diesel;

d. Gasolina;

e. Oleo de milho;

f.  Oleo de canola;

g. Oleo de soja;

h. Solucédo de Fenol 5 %;
i.  Acido Sulfarico;

j.  Reagente de Bradford;
k. Solucdo de BSA.

1. Pesar 20 mg de biossurfactante liofilizado;

2. Diluir o biossurfactante em 20 mL de agua deionizada para se ter a concentragéo
de 1 mg/mL (padrdo de analise 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
equilibrio. O medidor encontra-se na base do tensiémetro, no canto esquerdo, de tal
forma que a gota presente nesse orificio esteja centralizada. Caso esta ndo estiver,
posiciona-la com ajuda dos parafusos presentes na base do tensidmetro;

4. Transferir a amostra 20 mg/20 mL do biossurfactante para o frasco apropriado ao
equipamento e posiciona-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 tensidmetro;

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

8. No equipamento ha uma placa contendo o nivel indicativo da posi¢céo correta que
0 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 nivel
indicado. Ao observar, a altura dos olhos, que o suporte se encontra centralizado na



marcagao presente na placa branca, conclui-se que esta devidamente posicionado;

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

OBS: Para cada analise o anel de platina deve ser flambado, e o frasco devidamente
lavado e seco, evitando interferéncias. Para a confirmacdo da tensdo superficial é

recomendavel que esta seja realizada em ftriplicata, sendo o solvente o padrao.

1. Untar os pocos das tampas de microplacas contendo 96 pocos rasos com 2 uL de
6leo de motor 10W-40 e deixar secar por 24 h;

2. Preparar 500 pL de cada uma das solu¢des abaixo a partir da solugéo estoque
de 4 mg/mL, utilizando a agua deionizada como padrdo. Caso deseje uma melhor
visualiza¢do das gotas, recomenda-se a adi¢céo de corante azul de metila (1 yL/500

uL):

+  Solugéo A: agua destilada

«  Solugéo B: Solucao de biosurfactante de 1 mg/mL
+  Solugéo C: Solugéo de biosurfactante 2x diluida

+  Solugéo D: Solugéo de biosurfactante 10x diluida

+  Solugéo E: Solucédo de biosurfactante 100x diluida
+  Solugéo F: Solugéo de biosurfactante 1000x diluida

3. Elaborar o desenho experimental indicando as posi¢cdes das solu¢des em cada
um dos pocos da placa, em triplicata;

4. Transferir 10 puL de cada uma das solucdes de biossurfactante para cada um dos
pocos, em triplicata.

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

6. Identificar no esquema abaixo, marcando com um X, os resultados positivos.
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1. Preparar uma solugéo de biossurfactante e agua deionizada a uma concentragao
de 1 mg/mL. Deve-se considerar que serdo necessarios 1 mL de solugéo para cada
Oleo avaliado;

2. Adicionar 1 mL de cada um dos compostos a serem avaliados em seus respectivos
tubos de ensaio com tampa rosqueéavel. Os compostos utilizados foram os seguintes
hidrocarbonetos: 6leo de motor, 6leo de canola, 6leo de milho, tolueno e éter de
petroleo;

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

4. Homogeneizar os tubos com o auxilio de um agitador vortex na velocidade
maxima por 1 minuto;

5. Deixar os tubos em repouso a temperatura de 25°C por um periodo de 24 horas;
6. Medir a altura da camada emulsificada (CE) e a altura total (AT) da mistura;

7. O indice de emulsificag@o seréa obtido através da equagéao 5.

IE (24h) = (%) «100 (Equacio 5)

Onde:

IE (24): indice de Emulsificacdo de 24 horas;
AE: altura da camada de emulsao;

AT: altura total da mistura.

convencao adotada para qualificar a atividade emulsificante esta apresentada na



ATIVIDADE EMULSIFICANTE ALTURA DA EMU,LSZ\O (TIPO AGUA EM

OLEO)

Alta =2cm
Moderada De1a1,9cm

Baixa <1cm

Tabela 7 - Convengéao para qualificar a atividade emulsificante.

Fonte: Adaptado de Matsuura (2004).

D,. Ensaio colorimétrico para determinagédo de carboidratos — Fenol Sulfarico
1. Numerar os tubos de ensaio

2. Em um tubo de ensaio (Teste 1) adicionar 500 pL da amostra (glicose 0,01 mg/mL)
+ 500 pL de solugéo de Fenol 5 % + 2500 pL de acido sulfurico;

3. Em um tubo de ensaio (Teste 2) adicionar 500 yL da amostra (biossurfactante 1
mg/mL) + 500 pL de solugéo de Fenol 5 % + 2500 pL de &cido sulfarico

4. Em um tubo de ensaio (Branco) adicionar 500 pL de agua destilada + 500 pL
solugéo de Fenol 5 % + 2500 pL de acido sulfarico;

5. Deixar esfriar até temperatura ambiente;
6. Fazer a leitura em espectrofotdmetro a 490 nm.
D,. Quantificagc@o de peptideos — Método de Bradford
1. Preparar o reagente de Bradford descrito na secéo de Dosagem de Proteinas;
2. Elaborar a curva padrao de BSA;

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

Tubo *BSA (mL) Agua (mL) Bradford (mL) “*Abs .

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

0,040 0,460 0,50

0,040 0,460 0,50

0,050 0,450 0,50
6 0,050 0,450 0,50




7 0,060 0,440 0,50
7 0,060 0,440 0,50
0,100 0,400 0,50
0,100 0,400 0,50
‘9 0,200 0,300 0,50
9 0,200 0,300 0,50
Amostra Agua (mL) Bradford (mL) Abs .
7 0,05 0,450 0,50
7 0,05 0,450 0,50

*BSA: Albumina soro bovino, **Abs: absorbancia.
Quadro 17 — Reagentes para dosagem de peptideos pelo método de Bradford.

Fonte: do préprio autor (2022).

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

5. Analisar as amostras no espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm;
6. Ajustar as concentragdes: 1 mg/mL para amostra e 0,2 mg/mL para o BSA;

7. Elaborar um grafico com os resultados obtidos.

1. Qual a importancia de se determinar a Concentragao Micelar Critica (CMC)?

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

3. Quais s@o as principais vantagens e desvantagens dos biossurfactantes em
relacé@o aos surfactantes sintéticos?

Os biossurfactantes ja foram descritos em diversos estudos que apontam sua ampla
capacidade em aplicagdes biotecnolégicas. No contexto ambiental essas biomoléculas
apresentam grande vantagem aos sintéticos, devido a sua biotecnologia sustentavel. A
poluicdo por 6leo gera uma grande preocupacado todos os anos afetando seriamente o
ecossistema nos contextos econémico e sustentavel (CHEBBI et al., 2018). A poluicéo
das aguas por 6leos pode gerar também prejuizos a satde humana. Sendo assim, torna-
se necessario o desenvolvimento de métodos eficazes e ecologicamente corretos de
recuperacdo e biorremediagdo destes hidrocarbonetos (PHAM et al., 2019; SHARMA et



al.,, 2019). Os biossurfactantes devido a sua natureza anfipatica possuem a capacidade
de promover a emulsificacdo de Oleos, facilitando assim sua disponibilidade para a
recuperacdo dos ambientes. O uso de biossurfactantes na biorremediacdo de éleo em
ambientes aquaticos € 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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Os carboidratos sdo um grupo diverso
de substancias com uma gama de propriedades
quimicas, fisicas e fisiologicas. Sao
principalmente substratos para o metabolismo
energético, podem afetar a saciedade, a glicose
e os niveis de insulina no sangue. Por meio
da fermentacdo sé@o capazes de influenciar a
fung@o colbnica, o habito intestinal, transito,
células epiteliais, metabolismo e equilibrio

da flora comensal. Podem também ser
imunomoduladores e influenciar a absor¢céao de
célcio. Estas propriedades tém implicacdes para
anossasaude geral. Contribuem particularmente

para o controle do peso corporal, diabetes e

envelhecimento, doencas cardiovasculares,
densidade mineral 6ssea, cancer de intestino
grosso, constipagdo e resisténcia a infeccao

intestinal (CUMMINGS; STEPHEN, 2007).

Os carboidratos podem ser classificados
de acordo com o tamanho molecular, grau de
polimerizacéao (DP), o tipo de ligagéo e o caracter
de mondmeros individuais, de acordo com a
classificag@o primaria dos carboidratos na dieta,
tal como proposto na Consulta de Peritos em
Nutricdo Humana da Organizagdo Mundial da
Alimentacdo e Agricultura (FAO)/Organizacédo
Mundial da Saude (OMS), convocada em Roma
em 1997 (FAO, 1998) (Quadro 18).

Principais

Classe componentes

Subgrupo

Monossacarideos | Glicose, frutose,

galactose
, ) . Sacarose,
Acucares (1-2) Dissacarideos maltose, lactose,
trealose
Poli6is (agucares | Sorbitol, xilitol,
alcoois) manitol, lactitol
Malto-

oligossacarideos | Maltodextrinas

Oligossacarideos
(3-9)

N&o-alfa glicanos
oligossacarideos

Rafinose, inulina

Polissacarideos
(=10

Reserva

Amilose,
amilopectina

Nao reserva

Celulose,
hemicelulose,
pectina, beta

glicanos,

mucilagens

Quadro 18 — Classificagédo dos carboidratos.
Fonte: Adaptado de FAO (1998).




Estruturalmente, carboidratos ou hidratos de carbono sdo moléculas compostas
principalmente por carbono, hidrogénio e oxigénio. A nivel molecular, os carboidratos mais
simples se tratam de hidrocarbonetos modificados através da adi¢ao de um grupo carbonila
(aldeido ou cetona) e varias hidroxilas, onde as diferentes combinacbes destes grupos
funcionais permitem a criacéo da estrutura basica dos carboidratos, os monossacarideos.
Existem milhares de carboidratos diferentes, porém todos eles sédo constituidos por uma
ou mais unidades de monossacarideos (KHOWALA et al., 2008; HALL; MERTENS, 2017).

Monossacarideos possuem sempre uma propor¢do de 1:2:1, um carbono para
dois hidrogénios para um oxigénio, gerando uma férmula molecular de (CH,O), Estas
estruturas sempre possuem trés ou mais carbonos e sua nomenclatura é dada pelo niamero
de carbonos (triose, tetrose, pentose, hexose e assim por diante) e pelo grupo carbonila
presente na cadeia carbdOnica (aldose ou cetose). Por exemplo, a formula molecular de dois
monossacarideos muito conhecidos, glicose e frutose, é C,H,,0,, ambos monossacarideos
possuem a mesma formula molecular, mas os atomos que compdem as estruturas sédo
arranjados de formas diferentes. A glicose é uma “aldohexose”, aldo por conter o grupo
aldeido em sua estrutura e hex por ter seis carbonos, ja a frutose € 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).

O§(__/H HO\CH,H
HO C——H C——0
H—C——O0H HO C——H
HO——C———H H C——OH
HO——C——H H——C—OH
H—C—H H—C—H
OH (|)H
L-Glicose Frutose

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

Fonte: do préprio autor (2022).

Além disso, monossacarideos possuem outra classificacdo dependendo da posicéo
das hidroxilas no carbono quiral mais distante do grupo carbonila (aldeido ou cetona), a



posicéo das hidroxilas neste carbono indica se o0 monossacarideo € um monossacarideo
D, capaz de desviar a luz para a direita, ou L, capaz de desviar a luz para a esquerda.
Esta classificagdo permite diferenciar enantibmeros de uma mesma molécula, conforme
exemplos na figura 19 (LICHTENTHALER, 2003; NAVARRO et al., 2019).

OxeM O
|
H——C——OH HO——C——H
HO——C——H H——C——0H
H——--C——OH HO——C——H
H——C——OH HO——C——H
H—C—H H—C—H
OH OH
D-Glicose L-Glicose

Figura 19 — Estrutura quimica da D-glicose e L-glicose.

Fonte: do préprio autor (2022).

Carboidratos em solugdo nao tendem a permanecer lineares como ilustrado na
figura anterior. Por questbes de estabilidade estes monossacarideos tendem a formar
anéis quando presentes em uma solucdo. A formacao do anel ocorre através da ligagédo
do carbono anomérico (carbono da carbonila ou carbono 1) com uma das hidroxilas
da estrutura. Ainda utilizando a glicose por exemplo, essa ligagdo pode ocorrer entre o
carbono 1 e o carbono 5, gerando um anel de 6 componentes (1 oxigénio e 5 carbonos)
conhecido como pirano, ou também entre o carbono 1 e o carbono 4, gerando um anel de
5 componentes (1 oxigénio e 4 carbonos) conhecido como furano, como demonstrado na
figura 15 (KHOWALA et al., 2008; RODWELL et al., 2015).
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Figura 15 — Estrutura quimica da glicofuranose e Glicopiranose.

Fonte: do préprio autor (2022).

Para formar carboidratos mais complexos, ha ligagdo de um monossacarideo a outro,
através da ligacao glicosidica, uma reagdo de condensagéo que, através da remocao de
agua gera estruturas chamadas de dissacarideos (unido de dois apenas monossacarideos),
oligossacarideos (unido de dois a dez monossacarideos) e polissacarideos (unido de
mais de dez monossacarideos). Alguns exemplos de oligossacarideos mais comuns
sdo a sacarose (glicose + frutose), a lactose (galactose + glicose) e a maltose (glicose +
glicose). Como polissacarideos é possivel destacar macromoléculas de reserva energética
ou de funcao estrutural como o amido e a celulose, ambos polimeros de glicose que se
diferenciam a partir do tipo de ligagcéo (a 1-4 no caso do amido e 3 1-4 para a celulose).
Na figura 21 estd demonstrado um exemplo das ligagdes glicosidicas para formagéo de
maltose (ligacdo do tipo a 1-4) e (lactose ligagcdo do tipo B 1-4) (KHOWALA et al., 2008;
NELSON; COX et al., 2014).
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Figura 21 — Ligagbes glicosidicas em dissacarideos.

Fonte: do proprio autor (2022).

A purificacdo de carboidratos segue sendo um desafio. Entre as biomoléculas sua
heterogeneidade estrutural, com diferengas baseadas nas orientacoes espaciais dos atomos
e ndo em diferencas nos grupos funcionais, e suas propriedades dos materiais os tornam
dificeis de alcancar a forma pura. Essas mudangas impossibilitam o desenvolvimento de
métodos analiticos de alto rendimento para analise de carboidratos e consequentemente
seu isolamento (NAGY, PENG, POHL, 2017).

Os métodos tradicionais utilizados para extragéo de carboidratos séo fundamentados
em membranas (ultrafiltragcdo, nanofiltracdo, diafiltracdo etc.) ou técnicas cromatograficas
(cromatografia de exclusdo de tamanho, ion cromatografia de troca, etc.). Contudo, esses
métodos ndo sdo seletivos para carboidratos e outros compostos podem ser extraidos.
Além disso, sdo métodos demorados e os rendimentos e / ou pureza séo baixos (MORENO
etal., 2014).

Atualmente novas técnicas de extracao e purificacdo vém surgindo com o intuito de
aumentar o rendimento e /ou pureza e torna-las mais rapidas. Técnicas como as a base de



solvente aprimoradas e ecologicamente corretas, a chamada técnica verde. Essa consiste
em utilizar solventes verdes, como liquidos idnicos e solventes eutéticos profundos.
Além de, técnicas avangadas, como extracdo assistida por ultrassom, extracdo assistida
por micro-ondas, extracdo com liquido pressurizado, extragdo com fluido supercritico e
extracdo assistida por enzima. Ademais a mistura de diferentes técnicas também vem
sendo estudadas (MENA-GARCIA et al., 2019).

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

b) Produzir etanol a partir de microrganismos.

a. Erlenmeyer (250 mL)

b. Beckers (50 mL e 100 mL)
c. Tubos de Ensaio

d. Alca de inoculacdo

e. Centrifuga de tubo Falcon
f.  Espectrofotdmetro

g. Pipetas (1000 mL)

h. Ponteiras (1000 mL)

a. Acido sulfarico concentrado

b. Acido tricloroacético (TCA) 80%
c. Etanol absoluto gelado (4°C)

d. Fenol 5%

e. Leite em p6 desnatado

f. Goma acacia

g. Sulfato de aménio

h. Soro de leite

i. Meio MRS



1. Dividir em 2 grupos: 1 e 2;

2. Fazer estria das bactérias lacticas 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 acécia e 0,4% de
sulfato de aménio.

b) Grupo 2: Leite em p6 desnatado (10% (p/v)) suplementado com 4,5% de
goma acacia e 0,4% de sulfato de aménio.

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 algada 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 (capitulo 12).

1. Misturar em 100 mL de meio sintético fermentativo, o in6culo de 1% (m/v) de
fermento biologico desidratado (levedura comercial — Saccharomyces serevisiae);

2. Imediatamente ap6s in6culo, encaixar o fermentémetro em cada frasco;

3. Pesar o sistema fermentativo em balanca semianalitica.

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

O processo fermentativo serarealizado em anaerobiose. Aevolugéo (desprendimento)
do CO, produzido durante a fermentagédo sera acompanhada através do uso de um
dispositivo denominado fermentémetro (PIMENTA et al., 2016) acoplado ao frasco (reator)
de fermentacao. 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 CO,.



Peso (g) Diferenca
Data Hora
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2
XXIXXIXXX 14:30 381,4 411,2 0,00 0,00
XXIXX/XXX 15:00 378,9 408,5 2,5 2,7
XXIXXIXXX 15:30 376,5 402,0 4,9 9,2
XXIXXIXXX 16:00 372,0 398,0 9,4 13,2

Quadro 19 - Exemplo de anotagdes de CO,.

Fonte: do préprio autor (2022).

1. Por que a extracao de carboidratos ainda € um desafio?

2. Qual a fungéo do soro de leite e do leite em p6?

3. Qual é a fungéo da suplementacéo dos meios e por que deve ser feita com os
componentes citados (goma acacia e sulfato de amdnio)

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

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

A vacinagdo tem sido um dos mecanismos mais importante para o controle

e prevencdo de doencas infecciosas. Contudo, para algumas Doencas Tropicais

Negligenciadas, ndo existem vacinas ou farmacos eficientes capazes de prevenir ou tratar

essas doencas. Provocada pelo parasito protozoario tripanosomatideo Trypanosoma cruzi,

a doenca de Chagas esta entre os principais problemas de saude na América Latina.

Estudos vém sendo desenvolvidos para criar vacinas contra essas doencas. Um estudo

do ano de 2018 foi capaz de avaliar a eficacia de vacinas baseadas em carboidratos

como aGal e rhamnose, presentes na superficie de formas tripomastigotas do T. cruzi,

acoplados ao bacteri6fago modificado QB “virus like particle”, em animais deficientes em

al,3-galactosyltransferase (aGalT-KO) que mimetizam o hospedeiro humano na producéo

de anticorpos anti-aGal. Com resultados promissores o estudo € um importante passo para
o tratamento mais eficiente da doenga de Chagas (AZEVEDO, 2018).
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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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Para serem considerados vivos, 0s
organismos precisam ser capazes de realizar
algumas fungbes basicas e possuir algumas
caracteristicas especificas, como: sensibilidade
ou resposta ao meio ambiente, capacidade
de reproducdo e adaptacdo, crescimento e
desenvolvimento, homeostase, obtencdo e
processamento de energia e principalmente
ser capaz de evoluir. Para realizar tais fungdes
diferentes grupos de macromoléculas séao
necessarias. Além de proteinas, carboidratos
grupo
macromoléculas é essencial por guardar toda

e lipideos outro importante  de
a informagcéo contida em uma célula e ser
responsavel por codificar todos 0s processos

celulares, estes grupos de macromoléculas sao

denominados “acidos nucleicos” (MINCHIN;
LODGE, 2019).

Acidos nucleicos sdo macromoléculas
formadas por um conjunto de nucleotideos
e estes nucleotideos sdo formados por trés
componentes: um acucar de 5 carbonos
(pentose), um grupo fosfato e uma base
nitrogenada (adenina, citosina, timina, guanina
e uracila) (Figura 22). Existem dois tipos de
acidos nucleicos: o acido desoxirribonucleico,
conhecido como DNA, e o acido ribonucleico,
ou RNA (Figura 23). A diferenca estrutural entre
os componentes dos dois acidos nucleicos é
a pentose, no qual no RNA a pentose é uma
ribose, no DNA a pentose & uma desoxirribose
(MULLEGAMA et al., 2019).

Em meados de 1953, através dos
resultados da pesquisadora Rosalind Franklin,
0s pesquisadores James Watson e Francis
Crick determinaram a estrutura quimica do
DNA. Eles observaram que o DNA é composto
por uma fita dupla unida através de ligagdes
de hidrogénio estabelecidas entre as bases
nitrogenadas justapostas. Este processo ficou
conhecido como pareamento de bases. Esse
tipo de ligacdo é extremamente especifico,
ou seja, uma base nitrogenada sempre pareia
apenas a outra base especifica, sempre sendo
uma purina (adenina e guanina) pareada com
uma pirimidina (citosina, timina e uracila). A

Adenina pareia com a Timina (ou Uracila no



caso do RNA) e a Guanina pareia com a Citosina. Através deste tipo de ligagdo também
€ possivel concluir que a segunda fita do DNA é sempre complementar a primeira fita.
(FRANKLIN; GOSLING, 1995).

Guanina Citosina
G G

Figura 22 — Estrutura quimica do DNA.
Fonte: do proprio autor (2022).

Adenina
G

Guanina
o

Uracila

o M Citosina
& o G

Figura 23 — Estrutura quimica do RNA.
Fonte: do préprio autor (2022).



O DNA é uma molécula extremamente importante para os seres vivos. Ele armazena
e transmite as informacdes genéticas e funciona como molde para a sintese da molécula
de RNA (transcricdo), que posteriormente sera utilizada como molde para a sintese de
proteinas (tradugdo) (MONTEIRO, 2017; PAUL et al., 2020). Biotecnologicamente, o
DNA possui aplicagbes em diversas areas como: industria farmacéutica, na produgéo de
bioprodutos através da expresséo heterdloga como a insulina, o hormdnio do crescimento
(GH) e diversas outras proteinas. Na medicina através da producao de vacinas, diagnostico
de doencas e principalmente na terapia génica, onde o DNA de determinadas células é
modificado para producdo de determinadas proteinas que antes estavam ausentes em
pacientes. Na agricultura através de modifica¢cdes genéticas de plantas e de patdgenos
que infectam plantas. Enfim, com os avancos tecnolégicos alcangados nos ultimos
anos, o manuseamento do DNA tem sido cada vez mais de extrema importéncia para
o melhoramento das condi¢gées de vida de todos os organismos vivos (RAJAKARUNA;
TAYLOR-ROBINSON, 2016).

Diferentemente do DNA, que é responsavel pelo armazenamento de informacao
genética e em arranjo de dupla hélice, o RNA consiste em uma estrutura de fita simples,
com uma ampla gama de fungdes diversas. RNAs mensageiros (mRNAs) e transportadores
(tRNAs) estao envolvidos na transcrigcdo e/ou tradugéo da informagéo genética, culminando
na sintese de proteinas. No entanto, existem ainda RNAs de fungao catalitica (ribozimas),
como por exemplo o rRNA 23S de ribossomos procariotos, com papel estrutural, os rRNA
que juntamente com proteinas constituem os ribossomos, com funcdo de regulacéo
de expressdo génica, como € o caso dos miRNAs. RNAs que atuam para promover
variabilidade na geracdo de isoformas proteicas através de processamento alternativo
de mRNA (snRNAs de spliceossomos), dentre outras funcdes. A importancia do RNA é
tdo grande que se acredita que a vida baseada nesta molécula tenha precedido a vida
codificada por DNA (ROBERTSON; JOYCE, 2012).

Para fins de pesquisa e aplica¢gdes biotecnoldgicas pode-se utilizar RNA em
técnicas como Northern Blot, interferéncia por RNA, RNA Seq e microarranjo, para o
estudo da expressao génica, e ainda para sintese de cDNA e futura clonagem e expresséo,
principalmente de produtos de genes de eucariotos, resolvendo-se o problema de
sequéncias demasiadamente longas pela presenca de introns (WATSON et al., 2009).

Extrair os acidos nucleicos (DNA/RNA) presentes na banana e em fermento
biologico.



a. 1banana

b. saco plastico ou cadinho para macerar a banana

c. 3 Béqueres (200 mL)

d. 100 mL de agua destilada

e. 25 mL de detergente

f. 1 colher de sopa de NaCl (sal de cozinha)

g. Filtro de papel (normalmente usado para coar café) ou gaze
h. 1 tubo de ensaio

i. 15 mL de etanol ou isopropanol gelado (4°C)

j. Bastéo de vidro

k. Microtubos

a. Fermento biol6gico de péo seco

b. Agua ultra pura

c. Solucao cloroférmio:alcool isoamilico (24:1)
d. NaCl5M

e. Isopropanol gelado

f.  Alcool etilico 70% v/v gelado

g. Microtubos

a. Solucdo de NaCl 5 M
292,5 g de cloreto de sédio (NaCl)
H20 g.s.p. 1000 mL
b. Solucéo cloroférmio: alcool isoamilico (24:1)

Para um volume final de 50mL de solugé&o misture 2 mL de alcool isoamilico a 48 mL
de cloroférmio. Observacao: estes reagentes devem ser manuseados em capela.



O protocolo de extracdo de acidos nucleicos de banana foi modificado a partir de
SAYRES (2016) e a partir do protocolo recomendado pela revista Nova Science Now
(disponivel em pbs.org).

1. Descascar a banana e colocar em saco plastico ou cadinho para maceragéo;

2. Macerar a banana até que o conteudo fique pastoso (caso necessario adicionar
uma pequena quantidade de agua);

3. Preparar em um béquer de 200 mL uma solugéo com 100 mL de agua destilada,
25 mL de detergente e uma colher de sopa de NaCl. Misturar bem até que o
detergente e o NaCl estejam diluidos na solugéo. Esta etapa deve ser feita com
bastante cuidado para que ndo sejam geradas bolhas;

4. Ap6s homogeneizar a solu¢do, adicionar a este béquer, cuidadosamente, o
macerado de banana;

5. Misturar, com a ajuda do bastdo de vidro, durante 15 minutos para homogeneizar
a amostra. Esta etapa deve ser feita com bastante cuidado para que nao sejam
geradas bolhas;

6. Em outro béquer, posicionar o filtro de papel/gaze e comecar a filtrar a amostra.
Para isso, € importante verter vagarosamente a amostra e deixar filtrando durante
10 minutos;

7. Ap6s o tempo de filtragem, remova o filtro/gaze e misture cuidadosamente o
conteldo filtrado;

8. Transferirumaporg¢éo daamostrafiltrada paraumtubo de ensaio (aproximadamente
2 a 3 dedos no fundo do tubo de ensaio);

9. Inclinar o tubo de ensaio, e com a ajuda de uma pipeta, adicionar cuidadosamente
pela parede do tubo o etanol ou isopropanol gelado (aproximadamente O da
quantidade da amostra). Sera possivel observar a formacao de duas fases (amostra
e alcool) e entre estas duas fases sera possivel observar a formacédo de pequenos
“fiapos” de cor branca, estes fiapos sdo moléculas de acidos nucleicos. Observacao:
E necessario que o alcool esteja gelado e seja adicionado cuidadosamente na
parede do tubo.

10. Deixar a amostra parada durante 4 minutos;

11. Com a ajuda de um bastdo de vidro ou madeira remover cuidadosamente os
acidos nucleicos da solugédo. Dica: rotacione o bastao para “pescar” o conteldo;

12. Apb6s remover os &cidos nucleicos deixar secar por alguns minutos ao ar livre
para a evaporacao do etanol e suspender a solugdo em 500 pL de agua ultrapura
em um microtubo. Caso tenha grandes quantidades de acidos nucleicos, dividir o



contetido em dois tubos.

13. A amostra reidratada podera ser analisada através de eletroforese em gel de
agarose ou espectrofotometria.

O protocolo de extracéo de acidos nucleicos de fermento biologico foi modificado a
partir de BERBERT et al. (2018).

1. Pesar 200 mg de fermento biolégico em microtubo de 1,5 mL, adicionar 500 pL de
agua ultrapura ou deionizada e homogeneizar o contetdo em vortex;

2. Adicionar 500 pL da solugao cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), 200 yL de NaCl
5 M e homogeneizar novamente o contetdo em vortex;

3. Centrifugar o conteudo a 10.000 g por 10 minutos;

4. Ap6s a centrifugacao sera possivel observar que o contetdo no tubo esté disposto
em quatro fases distintas: fragcao polar (acidos nucleicos), interfase fina (proteinas),
fracé@o apolar (lipideos) e pellet (residuos celulares maiores). Retirar, com auxilio de
uma pipeta automatica, apenas o sobrenadante, ou seja, a primeira fase em que se
encontra o DNA e adicionar o contedo em outro microtubo de 1,5 mL.

Observacao: € necessario que esta etapa seja feita com bastante cuidado e € muito
importante que a ponta da pipeta ndo encoste na interfase, onde se encontram as proteinas;

5. Separar o microtubo com a primeira fase (onde se encontram os acidos nucleicos)
e repetir a etapa de extragdo com o microtubo que contém o pellet para aumentar o
rendimento da extragcdo. Adicionar 500 L da solugéo cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1) e 200 pL de NaCl 5 M ao microtubo com o pellet (precipitado) e homogeneizar
no vortex novamente. Centrifugar a 10.000 g por 10 minutos e coletar novamente
apenas a primeira fase, colocando no mesmo microtubo separado no passo anterior,
onde se encontra o DNA;

6. Descartar o tubo com o pellet, que contém apenas restos celulares e proteinas;

7. No microtubo com os acidos nucleicos, adicionar 500 pL de isopropanol gelado,
homogeneizar CUIDADOSAMENTE com auxilio de uma pipeta automatica e incubar
a -20 °C por pelo menos 60 minutos;

8. Apds os 60 minutos de incubacéo, centrifugar o material a 10.000 g por 15 minutos;

9. Descartar, com bastante cuidado, o sobrenadante. O descarte pode ser feito
através da inversao do tubo;

10. Adicionar 500 pL de alcool 70% (v/v) gelado, homogeneizar com auxilio de uma
pipeta e centrifugar novamente por 10 minutos;

11. Descartar, com bastante cuidado, o sobrenadante e deixar o tubo aberto para
que ocorra toda a evaporacgéo do élcool;

12. Ressuspender o contetdo em 50 pL de agua ultrapura;



13. A amostra de DNA reidratada podera ser analisada através de eletroforese em
gel de agarose ou espectrofotometria.

1. Qual o principal objetivo da maceracgéo para o procedimento?

2. Qual o papel do detergente no experimento?

3. Por que o sal de cozinha é utilizado na extragdo de acidos nucleicos?
4. Qual a importancia do alcool para a extragao de acidos nucleicos?

5. Cite 3 exemplos de aplicacdo do DNA que acabou de ser extraido.

Todos nés sabemos da importancia das vacinas na prevencao de doengas. Existem
diversos tipos de vacinas, uma das classes mais modernas sdo as constituidas de DNA.
Vacinas de DNA (ou vacinas génicas) sdo baseadas na informagéo genética do patégeno,
chamado de alvo. Estas vacinas sdo compostas por um pequeno fragmento de DNA,
responsavel por codificar uma ou mais proteinas do organismo patogénico, capazes
de gerar resposta imune utilizando a maquinaria do proprio hospedeiro. Tais proteinas
recebem o nome de antigenos, que s&o incapazes de causar o quadro clinico no paciente,
mas suficientemente capazes de gerar resposta imune dos mesmos. Os antigenos irdo
estimular a produgéo de anticorpos, células citotdxicas e células de memoria no hospedeiro.
Assim, quando o individuo entrar em contato com esse patdgeno sera capaz de apresentar
uma resposta imune e ndo desenvolvera a doenga. Existem diversas pesquisas de vacinas
de DNA contra a COVID-19. Além disso, como as vacinas de DNA ativam a resposta
imunolégica celular e sdo muito especificas, elas também apresentam grande potencial de
aplicagdo em diversas areas, como nas terapias contra varios tipos de cancer, por exemplo
(LEE et al, 2018; SILVEIRA et al., 2021).
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As células vivas sdo capazes de preservar
e de transferir a informagéo genética para as
novas geragdes por meio da complementaridade
estrutural das moléculas de &cidos nucleicos: o
DNA e o RNA. O DNA apresenta-se arranjado
em dupla hélice, com as fitas das sequéncias
complementares ligadas entre si por pontes
de hidrogénio entre as bases nitrogenadas. O
RNA consiste em uma estrutura de fita simples.
Com base nas caracteristicas estruturais dos
acidos nucleicos, algumas técnicas moleculares
séo utilizadas na manipulacdo do DNA dos
organismos, como a hibridizagéo, a clivagem,
amplificagcéo (utilizando a técnica de PCR) e a
eletroforese (OLIVEIRA et al., 2007).

Os principios da técnica de eletroforese
foram demonstrados no capitulo 8. No
caso de eletroforese de DNA para algumas
particularidades € necessario atencéo. Os meios
suportes podem ser: papel filtro, membrana de
celulose, gel de poliacrilamida, gel de agarose
(REGITANO etal., 2009). O gel de poliacrilamida,
€ usado como matriz para pequenas moléculas
de DNA (até poucas centenas de nucleotideos)
e o gel de agarose é geralmente usado para
fragmentos maiores de DNA (NELSON; COX,
2014). A porosidade nos géis determina o poder
de separacao (OLIVEIRA et al., 2015).

Para observar acidos nucleicos em gel
de agarose deve-se cora-los e submeté-los
a luz ultravioleta. O corante mais comum €é o
brometo de etideo, que se intercala entre as
bases do DNA (REGITANO et al., 2009). A figura
24 demonstra a estrutura quimica do brometo
de etideo e o local de interagdo com o acido
nucleico.

A espectrofotometria € um procedimento

analitico utilizado para determinar as
concentracdes de amostras quimicas mediante
a absorcdo de luz. Quando uma solugéo é
iluminada por luz branca, apresenta uma cor
que é resultante da absorc¢éo relativa dos varios
comprimentos de onda que a compdem. Esta
absorcdo, em cada comprimento de onda,
depende da natureza da substancia, de sua

concentragdo e da espessura da mesma que é



atravessada pela luz (PORTELA et al., 2016).

Os acidos nucleicos absorvem luz no comprimento de onda de 260 nm e as proteinas
absorvem luz no comprimento de onda de 280 nm. Arelagcao A260/280 fornece um paréametro
de avaliacdo de qualidade das preparagdes de acidos nucleicos, sendo valores inferiores
a 1,8 resultantes de contaminagéo com proteina. A concentragao de acidos ribonucleicos
nas amostras também deve ser avaliada por espectrofotometria, sendo o grau de pureza
estimado pela razao entre as absorbancias medidas a 260 nm e a 280 nm. Para uma
amostra de RNA pura tem-se que: OD260/0D280 = 1,8 a 2,0, sendo que uma densidade
oOptica igual a 1,0 corresponde a 40 ug de RNA por mL (REGITANO et al., 2009).

AR
AR
AR
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de etidio
AR
A Adenina Timina
an— -
—— Guanina Citosina
o -

Figura 24 — Identificag@o de &cido nucleico por brometo de etidio.

Fonte: do proprio autor (2022).

Quantificar e analisar o DNA total extraido na aula pratica do capitulo 13.

a. Cubeta para espectrofotdbmetro capacidade 2 mL
b. Lencos de papel ultrafinos para limpeza da cubeta
c. Micropipeta automatica 10 pL

d. Micropipeta automética 1000 pL (1 mL)



e. Microtubos

f.  Ponteiras descartaveis para micropipetas

a. Balanca

b. Bandejas e pentes para eletroforese

c. Cuba horizontal para eletroforese/Fonte
d. Erlenmeyer

e. Espatula

f.  Micropipeta automatica 10 pL

g. Micropipeta automatica 20 pyL

h. Micro-ondas

i. Ponteiras descartaveis para micropipetas

j. Provetas

a. Agua ultrapura

b. Solucédo de agarose 0,8%
1.  Agarose 0,89
2. TEB1X 100mL

c. Solugdo de tampéo de eletroforese (TEB) 10 X (estoque)

1. Tris base 107,8g

2. EDTA 7449

3.  Na,EDTA2H,O 55,09

4. Acido bérico anidro até pH igual a 8,3

Os acidos nucleicos DNA e RNA possuem capacidade de absor¢cédo de luz nos
comprimentos de onda (A) de 260 e 230 nm, respectivamente, ja as proteinas, moléculas
que podem estar contidas na extragéo de acidos nucleicos como contaminantes, absorvem

luz no comprimento de onda de 280 nm. Esta propriedade nos permite quantificar o DNA



extraido e além disso determinar o grau de pureza da extracdo através da densidade Optica
(DO).

1. Primeiro, precisamos diluir as amostras. Em um microtubo, aliquotar 10 pL
(diluicéo 1:50) do DNA extraido e misturar com 490 pL de agua ultrapura;

2. Realizar a primeira leitura apenas com uma amostra de 500 L de agua ultrapura
(branco);

3. Realizar a leitura da amostra. Se o valor da DO for maior que 1, a amostra esta
muito concentrada e precisa ser diluida mais vezes;

4. Ap6s a obtencéao do valor da DO da amostra é possivel obter a concentracao de
DNA. Aconvencao utilizada para estimar a concentracdo de DNA é: 1
DO,,, = 50 pg de DNA de dupla hélice

5. Assim a concentragdo de DNA da amostra pode ser obtida através do seguinte
célculo:

[DNA (ug/uL)] = leitura da DO, X 0,05 pg X Fator de diluigéo.
Para medir o grau de pureza da amostra basta realizar a leitura a 260 nm e a 280nm
e observar a relagdo DO, /DO, Se o valor da relagéo for maior que 1,8 € possivel afirmar
que o DNA esta “puro”, um valor inferior a 1,8 indica que a amostra esta contaminada com

proteinas.

1. Antes de iniciar a atividade paramentar-se adequadamente;

2. Ligar e equilibrar a balanga. Com auxilio da barca, copo ou papel manteiga pesar
a agarose;

3. Com auxilio de uma proveta, colocar 100 mL de TBE 1X em um Erlenmeyer,
adicionar a agarose pesada e homogeneizar;
Obs.: O volume a ser preparado e a concentragcdo de agarose vai depender do
volume do gel de agarose desejado e o tipo de DNA a ser analisado. Para anéalise de DNA
total, sugere-se uma concentracdo de 0,8% de agarose.

4. Aquecer a mistura em banho-maria fervente ou micro-ondas até que a agarose se
dissolva. Deixar esfriar por 3 min.

5. Com auxilio de uma micropipeta adicione 5 pL da solu¢@o de brometo de etidio no
gel e agite evitando fazer bolhas;
Obs.: A quantidade de solucao de brometo de etidio deve ser ajustada de acordo o

volume de solucao de agarose para uma concentracao final de 5 yg/mL.

6. Enquanto a solugéo de agarose esta esfriando, escolher um pente apropriado
para formar as cavidades (pocos) de amostra no gel. Posicionar o pente 0,5-1,0 mm



acima do fundo da bandeja de modo que um pogo completo seja formado quando a
solucdo de agarose for adicionada;

7. Despejar a solugéo de agarose ainda quente na bandeja e posicionar o pente
para formacgao dos pocos, evitando a formacao de bolhas;

8. Deixar o gel endurecer completamente (30-45 min em temperatura ambiente) e,
em seguida, despejar uma pequena quantidade de tampé&o de eletroforese na parte
superior do gel, removendo-o com cuidado. Transferir o gel para cuba horizontal de
eletroforese ou estocar em geladeira imerso em tampao TBE 1X;

9. Adicionar tampéao TEB 1X na cuba de eletroforese até cobrir o gel de agarose;

10. Misturar as amostras de DNA com 0,2 volume do tamp&o de carregamento
(loading buffer) 6X.

11. Aplicar o padréo de peso no primeiro poco do lado esquerdo do gel;

Dica: Aplique o padréo de peso em ambos os lados caso haja varias amostras.
Comece aplicando o padrao no segundo po¢o antes da borda do gel (pular o primeiro poco).

12. Aplicar lentamente a mistura de amostra nos pogos do gel submerso usando
uma micropipeta descartavel, uma micropipeta automatica ou uma pipeta Pasteur.
Trocar as ponteiras a cada amostra aplicada;

13. Conectar os fios da cuba horizontal de eletroforese a fonte de eletricidade,
ajustando a voltagem de acordo com o tamanho da cuba e concentracdo do gel de
agarose;

14. Apos observar a chegada do corante ao final do gel, retirar e visualizar utilizando
aparato com luz ultravioleta.
Obs.: Evitar uso prolongado da luz ultravioleta, diminuindo a emissédo de gas ozbnio
e degradacao do DNA em gel de agarose. Usar protetor facial para evitar irritacdo dos
olhos.

1. Quais sé@o as principais formas de avaliar e quantificar o DNA resultante do
processo de extracédo?

2. Quando realizamos uma eletroforese em gel de agarose com o DNA total extraido
e ao verificarmos o resultado aparecem vérias bandas no gel, o que significa?
Explique os principais motivos para este resultado.

3. Ha varias conformagbes de DNA que se movem diferentemente em um gel
de agarose, por exemplo. Fagca um desenho esquematizando a relacdo entre a
mobilidade de uma molécula de DNA e sua conformagéo. Para isso, vale lembrar
que as conformacgodes estdo submetidas a mesma corrente e tampé&o.

4. Quais sao as finalidades de se quantificar o DNA extraido?



O brometo de etidio € utilizado para visualizagdo de acidos nucleicos em luz
ultravioleta € um potente agente cancerigeno. O brometo de etidio € um agente intercalante
usado frequentemente como marcador de 4cidos nucleicos em laboratérios de biologia
molecular para processos como a eletroforese em gel de agarose. Quando se expde esta
substancia a luz ultravioleta, emite uma luz vermelho-alaranjada, que se intensifica umas
20 vezes depois de haver unido a uma cadeia de DNA. Este efeito é devido ao aumento
da hidrofobia do meio e nédo a rigidificagdo do anel benzénico. Como o brometo de etidio
se intercala no DNA, esta substancia tem um poderoso efeito mutagénico e, possivelmente

pode ser cancerigeno ou teratogénico.

O brometo de etidio tem referéncia CAS 1239-45-8, e formula molecular C,,H, BrN..
Como a maioria dos compostos fluorescentes, € uma substancia aromatica. A maior parte
da molécula & uma estrutura triciclica com grupos amino-benzénicos em cada lado de
uma molécula pirimidinica (seis &tomos, contendo nitrogénio e um anel aromético). Esta

estrutura dibenzopiridinica € conhecida com o nome de fenantridina (FISPQ, 2015).

Apos estas praticas vimos a importancia da quantificagdo e caracterizacdo de
acidos nucleicos. Vocé sabia que varios fatores influenciam a migracdo do DNA em gel
de eletroforese? Pois é! Listamos abaixo os principais fatores que séo responsaveis pela
forma de migracéo de acidos nucleicos em gel de agarose, confira!

A mobilidade eletroforética do DNA através do gel de agarose € influenciada por

varios fatores:

a) Tamanho e conformagéo do DNA: é o fator critico. Uma molécula de DNA migra
na matriz de agarose com mobilidade inversamente proporcional ao log,, de sua
massa molecular, que, por sua vez, € fungéo do tamanho e da forma da molécula.
Assim, o tamanho do fragmento do DNA em pares de base, ou seja, sua sequéncia
linear, € o fator que, em principio, deveria influenciar a migragéo no gel. Entretanto,
nem sempre o DNA encontra-se linear e descondensado e tais fatores podem alterar
a migragéo do fragmento no gel, pois interferem na passagem da molécula de DNA
pelos poros. As moléculas de DNA circular podem assumir formas como: relaxada
(com um corte) ou superenovelada. Estas formas ndo migram de acordo com o
tamanho do DNA durante a eletroforese, podendo atravessar a malha do gel em
velocidades superiores ou inferiores ao padréo. No entanto, quando estas moléculas
circulares sao linearizadas, ou seja, sdo clivadas em um ponto e assumem uma
forma linear, entdo a corrida na eletroforese obedece ao tamanho da molécula.
Sob algumas condi¢des, a forma circular super enovelada migra mais rapidamente
que a forma linear; e sob outras condigbes acontece o inverso. Outro exemplo &
o DNA genémico, pois sua estrutura condensada e complexa ndo permite que os
fragmentos migrem de acordo com o tamanho em pares de base e sim, fiquem
presos nos poros do gel devido a sua estrutura densa e irregular que néo permite
que os fragmentos atravessem. Assim, a mobilidade das formas do DNA no gel ndo



depende somente do tamanho da molécula, mas da densidade, tor¢cdo do DNA e de
outros fatores.

b) Concentragéo de agarose: A concentracdo da agarose desempenha papel
importante na separagéo eletroforética, pois determina a porosidade do gel, que
por sua vez, influencia diretamente na capacidade de migragdo das moléculas de
DNA. Portanto, o tamanho dos poros desta matriz é inversamente proporcional
a concentracdo de agarose utilizada e diretamente proporcional ao tamanho dos
fragmentos de DNA que se deseja separar.

c¢) Presenca do brometo de etideo no gel: O fato desse agente se intercalar entre os
pares de bases provoca mudancgas na conformacéo e na flexibilidade da molécula
de DNA. Na auséncia de brometo as moléculas circulares super enoveladas
migram mais rapido do que as moléculas lineares de mesma massa molecular. Ja
as moléculas circulares relaxadas migram mais lentamente do que as outras duas
isoformas topolégicas. Altas concentracdes de brometo acarretam a formagéo de
superenovelamento positivo e consequente aumento da mobilidade das moléculas.
Além disso, a corrida da forma linear é reduzida em cerca de 15% quando comparada
a migracéo da mesma molécula na auséncia do agente intercalante.

d) Voltagem e tipo de tampéo de eletroforese aplicada: A corrente elétrica, a
composicéo e a forga ibnica do tampéo influenciam na migracdo do DNA. Em
uma faixa de baixa voltagem, a taxa de migracao de fragmentos de DNA linear é
proporcional a voltagem aplicada. Entretanto, o aumento de voltagem faz com que
a linearidade seja perdida. Desta forma, os grandes fragmentos de DNA migram
mais rapido do que os pequenos havendo formagéo de “rastros” que refletem a ma
resolucao dos fragmentos. Em baixa forga ibnica, a migracéo € lenta e em alta forca
ibnica ha uma supercondutividade elétrica que gera calor e pode derreter o gel dentro
da cuba além de desnaturar o DNA. Os tampdes mais utilizados em eletroforese de
DNA séo o TAE (Tris-acetato-EDTA) e o TBE (Tris-borato-EDTA), ambos compostos
pelo elemento tamponante, o Tris ou (hidroximetil) aminometano. Ressalta-se que o
Acetato (acido acético) ou Borato (acido borico) sdo utilizados para ajustar o valor de
pH da solugéao e atuam como eletrdlitos para a manutencao da corrente. Enquanto
o EDTA (acido etileno diamino tetracético) presente em ambos os tampdes serve
como um agente quelante que sequestra ions de magnésio entre outros. Isto é
particularmente interessante para proteger o DNA via inibicdo de nucleases que
dependem da presenca de magnésio para degradar o DNA. O tampéo TBE é
preferido para a separacao de moléculas pequenas de DNA, menores do que 1 kb, e
para longas corridas devido a sua maior capacidade tamponante. No caso do DNA
ser posteriormente recuperado do gel e utilizado, por exemplo, em um experimento
de clonagem, prefere-se o uso de TAE, pois o Borato presente no TBE € um potente
inibidor de vérias enzimas (CORREIA & POSSIK, 2015)
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1. Nivel de biosseguranca 1 (NB-1): necesséario em atividades que envolvam os
agentes biologicos da classe de risco 1. Representa um nivel basico de contencéo,
que se fundamenta na aplicagdo das boas praticas laboratoriais (BPLs), na
utilizacao de EPIs e EPCs e na adequacao das instalacées. Em geral, as atividades
séo realizadas sobre as bancadas. Nivel de biosseguranca 2 (NB-2): exigido para
as atividades que envolvam os agentes de risco moderado (agentes biolégicos
da classe de risco 2). O acesso ao laboratorio deve ser restrito aos profissionais
da area (professores, técnicos) e aos académicos que estejam desenvolvendo
atividades de ensino, pesquisa e extensdo, mediante autorizacdo do responsével
técnico. As instalagdes devem possuir autoclave para descontaminagéo, cabine
de seguranca bioldgica classe | ou Il e centrifuga com cagapa protegida. Nivel
de biosseguranca 3 (NB-3): aplicavel aos locais em que forem desenvolvidas
atividades com os agentes biolégicos da classe de risco 3. E necessario treinamento
especifico e utilizagdo de barreiras de protecédo individual e cabine de seguranca
bioldgica classe Il ou Ill, com filtro HEPA. Nivel de biossegurancga 4 (NB-4): exigido
as atividades que manipulem os agentes biol6gicos da classe de risco 4, como
agentes infecciosos que possuem alto risco de infecgdo. Assim como no NB-3, o
acesso deve ser restrito e com sistema de seguranga rigoroso, por exigir maior
complexidade e nivel de biocontencgéo.

2. De acordo com a ANVISA, as Boas Praticas de Laboratério (BPL) sdo um
agrupamento de acoes definidas e especificas. Essas a¢des passam pela analise
do local, dos potenciais riscos e do nivel de toxicidade dos produtos utilizados.

3. De acordo com a RDC 222/2018 os residuos devem ser classificados em cinco
grupos (A,B,C,D e E), posteriormente, segregados, identificados e acondicionados
em sacos plasticos ou recipientes identificados e compativeis com o tipo de
residuo, se necessario submetidos a um tratamento prévio. Submetidos a
coleta e transporte interno da area geradora até o Abrigo Externo de Residuo.
Posteriormente, coleta e Transporte Externo da instituicdo ao local de destino de
acordo com o tipo de residuo, se necessario tratamento externo como incineracao,
micro-ondas ou autoclavacgao e disposicao final.

4. O Servico Especializados em Engenharia de Seguranca e em Medicina
do Trabalho (SESMT) e onde ndo houver, deve ser contratado um profissional
Engenheiro de Seguranca do Trabalho especificamente para identificar os riscos,
além de quantificar e analisar a exposicéo dos trabalhadores e especificar as
protecdes necessarias.

1. Inicialmente vamos identificar as informagdes que estdo na questéo.

Volume do &cido = 40 mL ou 0,040 L



Molaridade do acido = 0,8 mol/L

Volume da base = 74 mL ou 0,074 L

Molaridade da base = 0,2 mol/L

Etapa 1: Montar a equagéao da reagéo referente a mistura:

HCI + NaOH O NaCl + H,O

Etapa 2: Verificar a proporgdo entre os participantes da reagdo:

Analisando a equacéo balanceada do processo acima, temos que a proporc¢ao entre
os participantes é de 1:1:1:1, ou seja, a quantidade em mol da base é igual a quantidade

em mol do &cido.
nb =na

Etapa 3: Utilizar os dados fornecidos na equagdo abaixo, que foi obtida a partir da
analise da proporgao estequiométrica da equagao da reacéo, para verificar se ha excesso
de acido ou base na reagdo e determinar o nimero de mol do sal:

acido = base

Ma x Va = Mb xVb

0,8 x 0,04 =0,2 x 0,074

0,032 mol de acido = 0,0148 mol de base

Como podemos verificar, a quantidade em mol de acido € maior que a da base.
Como a proporgéo € 1:1, deveria ser igual. Como a base apresenta o menor valor em mol,
esse € o valor limitante em mol para todos os participantes. Assim, a quantidade em mol do
sal formado é de 0,0148 mol.

Etapa 4: Determinar a concentracdao em mo/L do sal a partir da formula da molaridade.
Basta dividir o numero de mol do sal pelo volume da solugdo (soma do volume do acido

com o volume da base):
Msal = nsal / Vtotal
V total = 0,04 L + 0,074 L= 0,114 L
Msal = 0,0148 mol da base/ 0,114 L
Msal = 0,130 mol/L, aproximadamente
2. Inicialmente vamos identificar as informacdes que estao na questéao.
mi1=0,4g9
MM (NaCl) = 23 + 35,5 = 58,5 g/mol
V (L) = ? (& o que se deseja descobrir)

M = 0,05 mol/L



* Aplicando os valores relacionados na férmula, temos:

M=__m1_
MM x V

V=_mi_
MM x M

V=__049

(58,5 g/mol) x (0,05 mol/L)
V=0,14 L.

3. Sua caracteristica fundamental é a chamada capacidade tamponante. E sua
funcéo é evitar que o pH ou 0 pOH do meio sofra variagbes quando forem adicionados
acidos fortes ou bases fortes.

4. A escolha do acido ou da base fraca para funcionar como tampao devera levar em
consideracéo o valor do pKa e da concentracéo.

1. A didlise € uma forma de filtragcdo molecular. A mistura de proteina e moléculas
pequenas (como sais) é colocada dentro de um saco de material semipermeavel
com poros ultramicroscopicos (como o celofane). Quando o saco de didlise é
imerso em tampéao as moléculas proteicas ficam retidas, enquanto que moléculas
pequenas ou ions atravessam a membrana de dialise

2.Deve serevitadaadesnaturacao, protedlises e contaminac¢ao por microrganismos.
Podemos evitar estes problemas pela reducéo do tempo na preparagao e também
na reducdo de temperatura, porém, a utilizacdo de temperaturas baixas nem
sempre é necessaria e algumas vezes, torna-se inconveniente.

3. Acentrifugacéo diferencial em velocidades crescentes permite separar (fracionar)
componentes celulares com densidades distintas. Quanto maior a densidade mais
rapidamente sedimentam em uma dada velocidade.

4. A solugéo salina tem pH 6,2 mantem o pH préximo ao pH fisiolégico, de forma a
evitar a desnaturacéo das proteinas de interesse e a manutengéo da sua atividade
inibitoria.

1. 20 efeito “salting out” & a precipitacdao de proteina em solugcdo por altas
concentragcbes de sais. Na adicdo de sais, a precipitacdo ocorre pela diminuigdo
da solubilidade ocasionada pela dissolucdo do sal. A 4gua apresenta um grande
poder de solvatacdo, e passa a interagir com os ions provenientes da dissocia¢ao



do sal, deixando a estrutura proteica. Como consequéncia, ocorre uma maior
interacdo proteina-proteina, diminuicdo da solubilidade em meio aquoso e,
consequentemente, precipitagdo da proteina.

2. Devido sua composicéo por aminoacidos distintos e diferentes grupos R, as
proteinas apresentam diferentes pontos isoelétricos. O ponto isoelétrico de uma
proteina corresponde ao pH onde a proteina tem solubilidade minima. Neste pH
as proteinas formam complexos eletrostaticos eliminando a agua por meio da
eliminacéo de grupos H neutralizando essas for¢cas polares. Assim as proteinas
tendem a se agregarem sendo possivel sua separagao por precipitacao.

3. Pois esses solventes podem agir diminuindo a for¢a de solvatagé@o. da solugcéo
aquosa, assim as moléculas de agua séo retiradas pois fazem ligagcbes com os
grupos carbonila do solvente fazendo com que haja uma baixa solubilidade das
proteinas favorecendo que as mesmas formem agregados.

4. A liofilizacdo no processo de extracdo de proteinas pode ser definida como
processo de secagem de uma substancia congelada na qual a maior parte de agua
€ removida diretamente por sublimagéo, sem passar pelo estado liquido. O material
€ mantido congelado do inicio ao fim do processo, mantendo os constituintes
originais e a forma estrutural inicial. O produto liofilizado tem aparéncia porosa,
podendo ser reconstituido imediatamente a forma original, pela adicdo de agua.
O tempo de vida Util € elevado se comparado a um produto néo liofilizado. Como
a quantidade de agua do material é reduzida, diminui-se a possibilidade de
ocorrerem reagOes de oxidagdo ou agdo enzimatica.

1. a) O branco analitico é utilizado para demonstrar que outras espécies podem
influenciar na amostra ou interferir de modo proporcional, bem como os tracos
de analito que s@o encontrados nos reagentes usados para preparar a analise.
Em suma, o branco mede a resposta instrumental de um determinado processo
analitico para impurezas ou determinadas substancias que podem interferir nos
reagentes. O branco também & bastante utilizado na espectrofotometria para que
se elimine as interferéncias indesejaveis no procedimento. A solugéo de branco
sera responsavel por zerar o aparelho.

b) A concentragéo sera obtida em pg/mL.

¢) A albumina do soro bovino, além de ser um reagente de baixo custo, € um
material ja caracterizado, cuja solugéo de concentracao é exatamente conhecida,
que é indispensavel para a realizacdo de analises volumétricas. E essa solugéo
que sera usada para a comparagao das concentragoes de proteina entre 0 BSAe
0 objeto de estudo.

d) O método Bradford é um método colorimétrico de determinacao da concentracdo
de proteinas. Ele se baseia nas interagdes que ocorrem entre o corante Coomassie



brilhante azul BG-250 com macromoléculas de proteina, principalmente com os
residuos de arginina que possuem uma cadeia lateral carregada positivamente.
Essas interagbes ocorrem em meio acido e podem ser do tipo eletrostaticas,
hidrofobicas e forcas de Van der Waals. No pH de reacéo, a interagdo entre a
proteina de alto peso molecular e o corante provoca o deslocamento do equilibrio
do corante para a forma anidnica (ionizagéo do corante) que absorve fortemente
em 595 nm. O produto formado da ligagao corante-proteina apresenta uma cor
azulada e a intensidade desta coloragdo dependera da concentragéo de proteinas
da amostra e sera mais intensa se a concentragéo for alta.

1. A lavagem da coluna é feita com o mesmo tampao de equilibrio para que as
proteinas que absorveram de forma inespecifica sejam eluidas.

2. Carga elétrica contraria e tamanho: A carga da proteina é um fator importante,
pois quanto mais cargas contrarias maior é a interagdo proteina/resina. Cada
grupo carregado negativamente ou positivamente presente na molécula de
proteina interagird com um grupo de carga contraria da resina, ou seja, se a resina
tem carga positiva e a molécula de proteina tem um grupo de carga negativa, esse
aminodcido de carga lateral negativa formara uma ligagéo eletrostatica com o grupo
positivo da resina. Caso tenha duas proteinas com o mesmo ponto isoelétrico,
sendo uma proteina pequena e a outra com alta massa molar, a proteina que tera
a maior facilidade de se ligar a resina é a com menor massa, pois ela consegue
permear melhor os poros da resina.

3. O pH do tampéo de eluicdo contendo a proteina alvo pode ser alterado para
adequar a proteina a resina. Se a resina tem carga positiva, entdo a proteina a
ser adsorvida devera ter carga negativa e o pH do tamp&o tem que ser tal que a
proteina esteja com carga negativa, ou seja, um pH mais acido.

4. Com a variagcéo do pH para que a proteina passe a ter uma carga de mesmo
sinal da resina ou adicionando sal para haver competicao entre os ions tanto pela
resina como pela proteina.

5. As moléculas entdo irdo ser separadas unicamente pela diferenca de tamanho.
As moléculas maiores serdo eluidas antes das moléculas menores. O que significa
que as moléculas menores ficardo retidas por tempo maior na coluna, o que nao
tem a ver com interacdo da molécula com a resina e sim porque serdo capazes de
entrar nos poros, percorrendo um caminho maior do que as moléculas maiores,
que tém disponiveis um numero reduzido de poros para entrar.

1. Proteases séo enzimas que quebram ligacdes peptidicas entre os aminoacidos.



2. Os inibidores de proteases aumentam a resisténcia da planta a parasitos,
insetos, larvas, microrganismos, pragas e patdgenos em geral

3. Possuem papel de destaque devido as diversas possibilidades de utilizagdo na
modulagéo de processos bioldgicos para a cura de enfermidades. Ja foi possivel
verificar a importancia dessas moléculas para o sistema imune, para os processos
de regeneracdo tecidual, propriedades antimicrobianas e antialérgicas.

4. Sim, os inibidores de proteinases atuam nas plantas ajudando na defesa contra
patégenos. Se isolados poderiam ser utilizados com fungéo inseticida.

5. Os inibidores de protease podem ser classificados de acordo com o tipo de
enzima que inibem, sendo conhecidos como inibidores de cisteino, serino, aspartico
ou metalo-proteases. S&o ainda classificados em tipos quando se considera a
homologia da estrutura primaria, posi¢cao dos sitios ativos, localizagdo e numero
de pontes dissulfeto. Os tipos de inibidores de protease de maior destaque em
leguminosas sé@o Kunitz e Bowman-Birk.

1. E um teste que utiliza glébulos vermelhos e anticorpos (imunoglobulinas M e
G) para verificar a presenga de um antigeno no sangue. Seu principal objetivo &
identificar patbgenos como fungos, bactérias e virus.

2. Os anticorpos inibidores da hemaglutinacdo podem causar resultados falsos
negativos, pois no soro humano existem inibidores inespecificos da hemaglutinagao
e as técnicas utilizadas para sua remoc¢ao nem sempre atuam de modo eficiente.

3. Aglutinagéo indireta ou passiva: emprega a adsorgao de anticorpos ou antigenos
soluveis proteicos ou polissacarideos na superficie de microparticulas inertes
(suportes) que néo interferem na interacdo antigeno-anticorpo, como plasticos,
gelatina, carvao e hemacias formolizadas de aves e carneiros. Aglutinacao direta:
o antigeno faz parte naturalmente da célula, e havera aglutinacéo dessas células
promovida por anticorpos contra esses antigenos. Sdo exemplos usuais desses
testes a identificagdo de antigenos eritrocitarios na tipagem sanguinea utilizando
anticorpos especificos.

1. Eletroforese é o processo de movimentar moléculas carregadas em solugéo
através da aplicagdo de um campo elétrico em fungdo das moléculas serem
dotadas de diferentes cargas, formas e tamanho e migrarem de forma diferente.

2. A eletroforese em gel de poliacrilamida é utilizada quando o objetivo é separar
uma amostra de proteinas para identificar e quantificar proteinas. A eletroforese
em gel de agarose é mais comumente usada na separag¢do de moléculas de DNA



e, portanto, € frequentemente usada durante técnicas de manipulagcdo de DNA ou
estudos envolvendo a identificacdo de individuos com base em sua sequéncia de
DNA

3. No SDS-PAGE, o detergente dodecil sulfato de sédio (SDS) é usado para
desnaturar as proteinas e normalizar sua proporcdo massa / carga e assim,
apenas o peso molecular afeta a velocidade de migracéo e, portanto, as amostras
sao separadas de acordo com isso

4. A solugdo tampao reduz mudancas de pH, no campo elétrico e previne o
aquecimento causado pela passagem da corrente elétrica

5. Quando o gel é colocado sob luz UV ou LED, é possivel visualizar o padrédo de
bandas: quanto maior a molécula, menor é a sua migracgéo, ficando mais proxima
do poco, enquanto quanto mais leve for a molécula, maior € o potencial migratorio.

1.a. A Atividade especifica € um parametro obtido dividindo-se a atividade
enzimatica total pela a quantidade total de proteinas presente em cada etapa de
purificagdo. Esse indice aumenta apos a purificagao.

1.b. Estes parametros e a medida do aumento de pureza é obtido através da
divisdo das atividades especificas, calculada ap6s cada etapa de purificacéo,
pela atividades especificas do extrato inicial. Ou seja, indica quanto (em %) da
proteina de interesse ativa presente no material de partida foi recuperada ao final
da purificagdo. Um grau de perda € inerente ao processo de purificagéo.

1. Ao realizar o pré-inoculo, é possivel inocular o nimero ideal de células e
prever a fase de crescimento celular que a cultura estara ao longo do processo
de producao da biomolécula de interesse. No caso de biossurfactantes, o ideal &
que a cultura se estenda na fase estacionaria que é a responsavel pela producéo
desses metabolitos secundarios.

2. Remover sinais extracelulares, como por exemplo, os de apoptose; remover o
meio de cultivo antigo consumido; concentrar as células.

3. Evitar a contaminagdo por microrganismos oportunos, além de prevenir a
contaminacgao cruzada (células visualmente similares, mas pertencentes a outra
cepa).

4. As etapas de purificagcdo garantem um produto final de maior pureza.
Propriedades como tamanho molecular, concentracdo, solubilidade, densidade,
polaridade, volatilidade e subprodutos gerados devem ser levados em consideracéo
na escolha correta de um ou mais métodos de purificagéo.



5. Uma forma muito empregada para otimizagéo da produgéo de biossurfactantes
€ a limitacdo de nutrientes. Os micronutrientes como ferro, zinco, cobalto,
cobre, manganés s@o capazes de aumentar em varias vezes a producdo de
biossurfactantes.

1. De posse do valor da CMC é possivel saber a quantidade méaxima do tensoativo
necessaria para se obter o menor valor de tenséo superficial. Desta forma, néo sédo
utilizados excessos da molécula, o que € interessante do ponto de vista comercial
e de performance.

2. Moléculas anfifilicas, incluindo biossurfactantes, adsorvem em interfaces (ar /
liquido, liquido / liquido, sélido / liquido) devido a sua natureza hidrofobica-hidrofilica
dupla. Como as moléculas de surfactante substituem as moléculas de agua ou
0leo ao longo da interface, elas reduzem efetivamente as forcas intermoleculares
entre as moléculas de solvente, reduzindo assim a tenséo superficial ou interfacial.
Em termos termodinamicos, os surfactantes adsorvidos reduzem a energia livre
de superficie por unidade de area necessaria para criar uma nova superficie (uma
quantidade intimamente relacionada a tensao superficial e interfacial) (JAHAN, R.
et al., 2020)

3. As vantagens sdo maior atividade superficial e interfacial, baixa toxicidade,
biodegradabilidade, e utilizacdo de substratos alternativos na producéo por via
fermentativa. Desvantagens s&o alto custo de producéo, baixa produgao, produgcéo
de espuma durante o processo e varias etapas de purificacao.

1. Os métodos tradicionais utilizados para extracdo de carboidratos ndao séao
seletivos para carboidratos podendo assim outros compostos serem extraidos.
Ademais, sdo métodos demorados e 0s rendimentos e / ou pureza sao baixos.

2. O soro de leite e o leite em p6 sédo fontes de carbonos de extrema importancia
para o crescimento do microrganismo e producao de carboidratos

3. Asuplementagéo dos meios possui funcéo em disponibilizar nutrientes adicionais
para o crescimento do microrganismo e producédo de carboidratos.

4. A esterilizacdo do meio e de todo o material é de extrema importancia para
manter o cultivo livre de possiveis contaminagdes por outros microrganismos que
nao o de interesse.

5. A temperatura de crescimento é um dos fundamentais fatores que influenciam
no crescimento dos microrganismos sendo capaz de estimular seu crescimento,
inibi-lo ou inclusive mata-los.



1. Para que o microrganismo realize a fermentacéo e ndo a respiragao.

2. Através do fermentémetro é importante acompanhar o processo fermentativo
por meio de sucessivas pesagens do conjunto, em intervalos de tempo regulares,
ja que a perda de peso obtida é decorrente do desprendimento de CO,

3. Para cada mol de glicose consumido sdo produzidos dois mols de etanol e dois
mols de CO,

4. O chamado DNS é o composto empregado no método e que utiliza acido
dinitros- salicilico, sal de Rochelle, (solugédo de tartaro de sédio de potassio) que
serve para prevenir o reagente da agdo do oxigénio dissolvido.

5. Atualmente, a producdo comercial de etanol depende principalmente da
fermentacdo de sacarose e glicose.

1. O principal objetivo da maceracéo é quebrar as barreiras fisicas que envolvem
as células (parede celular e/ou membrana plasmatica).

2. O detergente é utilizado para desestruturar as moléculas de natureza lipidica
das membranas biolégicas. Assim, todo o contetdo celular (organelas, proteinas,
acidos nucleicos, etc) éliberado e fica disperso em solucéo.

3. O sal é responsavel por neutralizar as cargas negativas que a molécula de DNA
possui, além de levar a precipitacdo do detergente e dos outros componentes
celulares como carboidratos e proteinas, mantendo apenas DNA e o proprio sal
sollveis na solucdo. Assim, através do processo de centrifugacdo, é possivel
separar o DNA dos outros componentes.

4. Por ser menos polar que a agua, o alcool gelado é responsavel por desidratar
a molécula de DNA, forcando a precipitacdo destas moléculas e facilitando sua
posterior extracao.

5. Identificacdo de suspeitos envolvidos em um crime; Identificacdo parental e
Estudos genéticos, como busca por doencas hereditarias, por exemplo.

1. Alintegridade do DNA pode ser avaliada através de um gel de poliacrilamida ou
agarose, aplicado junto com um padrdo de peso molecular, podem ser analisados
através de espectrofotometria também.

2. Significa que o DNA esta degradado. Isto pode ocorrer pela contaminagéo
das DNAses, por quebra mecénica durante a extragdo com cloroférmio ou por



contaminagdao com RNA.
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4. Determinar a concentracgéo, integridade e pureza do DNA extraido.
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