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BIOQUIMICAEXPERIMENTAL

Custdodio Donizete dos Santos!
Celeste Maria Patto de Abreu?
Angelita Duarte Corréa?
Luciano Vilela Paiva?

1. INTRODUGAO AO LABORATORIO

1.1. Objetivos Gerais

As praticas de Bioguimica tém como objetivo criar condi¢bes para que 0
estudante ao final do curso seja capaz de:

* Reconhecer e manipular o equipamento frequentemente utilizado no
Laboratério de Bioquimica.

 Conhecer, por meio de reacdes, propriedades quimicas das substancias que
compdem 0s organismos Vivos.

* Interpretar os resultados experimentais.

1.2. Laboratorio de Bioquimica

Os cuidados que os alunos deverdo ter no laboratorio sdo necessarios para
que tenham um bom desempenho durante o curso:

 Cada lugar no laboratorio, quando possivel, serd equipado com o material
necessario para a execucdo do trabalho programado.

* ApGs o uso de gas ou agua, tomar o cuidado de fechar as torneiras
completamente.

* Ao langar nas pias os produtos das reacoes, fazer simultaneamente com descarga
de agua, para evitar a corrosdo dos encanamentos.

* N&o lancar nas pias papéis de filtro usados ou substancias sélidas que possam
obstruir os encanamentos.

 Ndo lancar fosforo aceso nos locais destinados a coleta de lixo.

* Os aparelhos somente deverdo ser usados pelos alunos depois de instruidos
nas respectivas manipulacgdes, a fim de evitar danos irrecuperaveis.

Professor Titular do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras/ UFLA— Cx. P. 3037 —37200-000 —
Lavras/MG.
2Professores Adjunto do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras/UFLA.
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1.3. Material do Estudante

Cada estudante devera trazer para os trabalhos praticos o texto académico
“Bioguimica Experimental”. O texto académico € individual e, semele, é impossivel
realizar os trabalhos praticos no laboratorio.

Esse texto é constituido de roteiros para a execucdo das tarefas programadas.
Sugere-se que o roteiro de cada trabalho pratico seja estudado previamente
para facilitar a sua execucao.

1.4. Material Recebido e sua Limpeza

O material consiste nas vidrarias que serdo utilizadas durante a aula préatica. Os
procedimentos de uso estdo descritos a seguir:

* Para a execucdo de cada trabalho pratico os grupos de estudantes receberdo
0S materiais e 0s reagentes necessarios.

» Um grupo néo devera utilizar o material de outro grupo, sobretudo quando eles
estiverem ausentes.

» Cada grupo é responsavel pelo seu lugar no laboratério (manutencédo da
ordem e conservacao de seu material de trabalho).

» Se algum material for inutilizado, o estudante devera avisar o professor
responsavel, para ser providenciado a sua substituicao.

* O estudante ndo deverd jogar fora o material que julga inutilizado pois, as
vezes, 0 mesmo podera ser recuperado.

» Terminados os trabalhos, o estudante devera proceder a limpeza de seu material,
deixando-os em condicdes de ser utilizado novamente.

* A limpeza da vidraria deve ser realizada imediatamente ap0s o seu uso. Lavar
abundantemente com agua corrente e dgua destilada. O material é posto para
secar espontaneamente e, 0s tubos de ensaios, devem ficar emborcados (de
boca para baixo) no respectivo suporte.

1.5. Reagentes

Os reagentes consistem nas solucdes que serdo utilizadas durante a aula prética.
Os procedimentos e os cuidados durante o seu uso estdo descritos a seguir:

 Para cada trabalho pratico havera a disposicdo dos estudantes os reagentes
necessarios.
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» ApGs o uso, colocar os reagentes em seu lugar, para ser utilizado por outro
grupo.

» Tomar os seguintes cuidados com as solugdes dos reagentes a fim de evitar
contaminacdo: a) N&o trocar as rolhas. b) N&o introduzir pipetas nas solu¢des
padrdes; deve-se transferir um pouco da solucdo (volume aproximado ao que
vai ser gasto) para um béquer limpo, de onde se pipetara a quantidade indicada.
¢) Nao restituir ao frasco original as solucdes retiradas em excesso. d) Caso
seja autorizado, pipetar diretamente do frasco do reagente; usar sempre uma
pipeta limpa.

1.6. Execucdo dos Trabalhos Praticos

Neste item serd descrito como os alunos deverdo comportar-se para realizar
os trabalhos praticos corretamente.

» Todos os trabalhos devem ser executados com atencdo e disciplina.

* Trabalhos realizados sem atengédo, podem introduzir erros que invalidam parcial
ou totalmente a experiéncia. Isto significa desperdicio de tempo e reagentes.
 Para que o estudante alcance a eficiéncia desejada é necessario que seja pontual,

e tenha conhecimento prévio do trabalho pratico a ser executado.

1.7. Prevencao de Acidentes

Aqui se descreve os cuidados principais que o estudante devera ter durante a
execucdo dos trabalhos praticos.

* Trabalhar sempre protegido por avental.

» Ao acender o bico de Bunsen, ter sempre a chama que deve acendé-lo, antes
de abrir a torneira.

» Ndo fumar dentro do laboratorio.

» Nao operar com substancias inflamaveis nas proximidades de uma chama.

 Os reagentes toxicos e concentrados (como acidos e bases fortes), ndo deverdo
ser pipetados e sim medidos em provetas, buretas etc.
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2. IDENTIFICACAO DE CARBOIDRATOS

Existem muitas reacdes coloridas associadas com os carboidratos. Algumas
reacOes sdo especificas e permitindo diferenciar um Unico carboidrato; outras
reacOes sdo gerais e ddo positivas para um grupo de carboidratos. A associacédo de
testes especificos e gerais permite diferenciar um grande nimero de carboidratos
tanto qualitativamente quanto quantitativamente.

2.1. Trabalhos Praticos

Cada grupo de estudante recebera cinco solugbes dos seguintes carboidratos:
arabinose, glicose, frutose, sacarose e amido. Essas solu¢des foram rotuladas
ao acaso como sendo A, B, C, D e E. Através da aplicacdo dos testes relacionados
abaixo, identificar cada solucdo de carboidrato.

2.1.1. Teste de lodo

O teste de iodo serve para diferenciar os homopolissacarideos do tipo amido
dos outros carboidratos. Estes polissacarideos formam com o iodo um complexo
colorido caracteristico. Exemplo: azul = amido; vermelho = glicogénio.

» Colocar em cada tubo de ensaio 0,5 mL da solu¢do de carboidrato a ser
identificado.

» Adicionar 2 gotas da solucdo de lugol. O aparecimento de coloragdo azul
indica reagédo positiva.

2.1.2 Teste de Molisch

O teste do Molisch serve para diferenciar os carboidratos que apresentam
estruturas com 5 ou mais atomos de carbono (pentoses e hexoses) dos carboidratos
com estruturas com menor numero de dtomos de carbono (tetroses e trioses). O
acido sulfarico desidrata pentoses em furfural e hexoses em hidroximetilfurfural.
Os furfurais reagem com o alfa naftol (reagente de Molisch) dando origem a um
composto de cor roxa.

» Colocar em cada tubo de ensaio SECO, 1 mL da solucéo de carboidrato a ser
identificado.
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 Adicionar aproximadamente 3 gotas da solu¢do de Molisch e misturar.

* Escorrer aproximadamente 1 mL de &cido sulfarico concentrado pela parede
do tubo inclinado, de modo que os dois liquidos ndo se misturem. Voltar
cuidadosamente o tubo para a posicdo vertical.

» Deixar em repouso.

» O aparecimento de estrias ou anel roxo na superficie de separacdo entre 0s
dois liquidos indica reacdo positiva para carboidratos com 5 ou mais atomos
de carbono na estrutura.

2.1.3. Teste de Selivanof

O teste de Selivanof é utilizado para diferenciar cetohexoses de aldohexoses.
As cetohexoses sdo rapidamente desidratadas a hidroximetilfurfural pela acdo do
acido cloridrico 6N (presente no reagente de Selivanof) durante a ebuli¢cdo. O
hidroximetilfurfural reage com o resorcinol (reagente de Selivanof) formando um
produto de condensacao de cor vermelha de estrutura desconhecida. As solug6es
concentradas de aldohexoses também dao reacao positiva, porém, a sua desidratacao
€ muito mais demorada.

» Adicionar em cada tubo de ensaio 0,5 mL da solugcdo de carboidrato a ser
identificado.

» Adicionar 1 mL do reagente de Selivanof e misturar.

* Colocar simultaneamente todos os tubos em banho de agua em ebulicéo.

» O aparecimento da cor vermelha indica reacéo positiva para as cetohexoses.

2.1.4 Teste de Bial

O teste de Bial é uma reacdo colorida especifica para pentoses. Em condicdes
controladas (tempo, temperatura e concentracdo de acido cloridrico) pentoses
desidratam rapidamente transformando-se em furfural. Na presenca do ion férrico, o
orcinol e o furfural condensam-se rapidamente dando um produto azul. O
hidroximetilfurfural formado a partir das cetohexoses ndo reage adequadamente como
os furfurais. As aldohexoses desidratam muito mais vagarosamente que as pentoses.

» Adicionar em cada tubo de ensaio 0,5 mL da solugcdo de carboidrato a ser
identificado.
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 Adicionar 1 mL da solucéo de Bial e misturar.
* Colocar simultaneamente todos os tubos em banho de agua em ebulicéo.
» O aparecimento de coloragdo azul indica reacgdo positiva para pentoses.

2.1.5. Teste de Benedict

O teste de Benedict é utilizado para diferenciar os carboidratos redutores dos
ndo-redutores. Os ions cupricos estabilizados em solucdo por agentes complexantes
(azul), séo reduzidos a quente pelos grupos carbonilas das aldoses e cetoses,
formando um precipitado de 6xido cuproso. A coloracdo da solucdo final e/ou do
precipitado (laranja a vermelho-tijolo) dependerdo apenas da concentracdo do
acuUcar redutor presente na solugéo.

» Adicionar em cada tubo de ensaio 0,5 mL da solugcdo de carboidrato a ser
identificado.

 Adicionar 1 mL do reagente de Benedict e misturar.

 Colocar simultaneamente todos os tubos em banho de agua em ebulicéo.

» A formagéo de um precipitado de coloracgdo laranja a vermelho-tijolo indica
reacdo positiva para 0s aclcares redutores.

2.2. Propriedades dos Carboidratos Estudadas
2.2.1. Reacdo com lodo (teste de iodo)

Os homopolissacarideos do tipo amido apresentam uma estrutura tridimensional
da cadeia glicosidica em forma de espiral (CONN & STUMPF, 1980). O a&tomo de
ilodo encaixa-se perfeitamente dentro dessa espiral provocando a formacgdo da
coloracdo azul caracteristica.

2.2.2 Desidratacéo (Testes de Molisch, Selivanof e Bial)

Os carboidratos desidratam na presenca de acidos minerais fortes e calor,
como pode ser visto a seguir:
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+

H
HEXOSES ———» HIDROXIMETILFURFURAL
AN

+

PENTOSES T FURFURAL

TETROSES .
E —> NAO FORMAM FURFURAIS
TRIOSES JAN

Os furfurais reagem com os FENOIS formando produtos coloridos.

Como diferenciar os testes de Molisch, Selivanof e Bial?

O teste de Molisch utiliza como agente desidratante o acido sulfirico, que
desidrata indiscriminadamente todas as estruturas dos carboidratos formando o0s
furfurais. S6 ndo forma furfurais as tetroses e as trioses que nao apresentam nimero
de carbono suficiente. Os outros dois testes utilizam o acido cloridrico, que desidrata
somente os carboidratos que apresentam estrutura furandsica (pentoses e
cetohexoses).

Como diferenciar o teste de Selivanof do teste de Bial ?

A diferenciacdo é obtida por meio da utilizagdo de fenois especificos. O teste
de Selivanof utiliza o fenol resorcinol que sé reage com o hidroximetilfurfural
enguanto o teste de Bial utiliza o fenol orcinol que s6 reage com os furfurais.

2.2.3. AcUcares Redutores (teste de Benedict)

Os carboidratos que apresentama carbonila livre ou potencialmente livre oxidam-
se para acidos carboxilicos (&cidos alddnicos), provocando a reducdo do reagente
de Benedict.

OXIDACAO
R—CHO ——— > R—COOH

REDUCAO
CuSO4; —— > Cu,0 (Precipitado laranja a vermelho tijolo)
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Quais os carboidratos apresentam a carbonila livre?

Somente aqueles que apresentam o carbono anomérico livre. Estes carboidratos
apresentam a propriedade mutarrotacéao que provoca a abertura do anel liberando
a carbonila.

H o
el
H-*¢_OH 6
8CH,0H 34: SCHZOH .

5 o) HO—C—H . OH
H/' AN /H 4 |T|/H AN
L/ H H—C—OH 4C .C
o S T N

HONG & oH H-¢—oH Ne ¢
I
'l 25H h,0H H OH
o.-D-glicopiranose D-glicose p-D-glicopiranose

Por que a frutose, uma cetose, apresenta reacao positiva com o teste de Benedict?

A reacdo é positiva porque ocorre a transformacdo da frutose (cetose) em
glicose e manose (aldoses) atraves de uma propriedade dos carboidratos denominada
tautomeria.

ClHO HO—CH CH,0H  HO—cCH CHO
H—C—OH oy ¢—o HO— & HO—C—H
|

Ho—C—H HO—G—H  HO—C—H Ho—&—H Ho—C—H
H—&l—OH‘_ H—élt—OH‘_H_é—oH H—é—OH H—C—OH
H—C—OH  H—C—OH  p_d_oH H—¢—oH H—C—OH
Eron CH,OH ¢h0H &hy0H H,0H
D-glicose trans-enediol D-frutose cis-enediol D-manose

2.3. Estrutura dos Carboidratos

CH,OH CH,OH CH,OH
O O O
H H H H H H
H H H
OH H OH H OH H
[} IO _O O —Ol L ]
H OH H OH H OH

Amilose
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CH,OH

CH,OH
@)
H o H H A O H
N OH  H OH H
OH OH
HOCH, O OH
H o OH H  OH 2
o) Gli il HO
icose H H
HocH, O OH H
HOCH, O OH .
H HO Arabinose
H CH,OH H HO
H CH,OH
OH H
OH H
Sacarose
Frutose
2.4. Solucdes

Solucdo de Molisch
Alfa-naftol 2% em etanol 95GL.

Solugéo de Lugol
0,5 g de iodo metalico, 1 g de iodeto de potassio em 100 mL de agua. Diluir a
solucdo 4 vezes para utilizacdo em aula pratica.

Solucéo de Selivanof
0,05 g de resorcinol em 100 mL de HCI 6N.

Solucéo de Bial

0,3 g de orcinol em 100 mL de HCI concentrado. Adicionar 5 gotas de cloreto
férrico 10%. Preparar o reagente com HCI diluido 2 vezes para utilizacdo em aula
pratica.

Solucdo de Benedict

86,5 g de citrato de sodio, 50 g de carbonato de sodio anidro. Dissolver em
cerca de 400 mL de &gua quente, filtrar se necessario. Adicionar a solucédo de
sulfato de cobre (8,65 g dissolvido em 50 mL de agua) agitando continuamente e
elevar o volume para 500 mL. Diluir a solugdo 4 vezes para a utilizacdo em aula
pratica.
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3. PROPRIEDADES DOS ACIDOS GRAXOS E TRIGLICERIDEOQOS
3.1. Caracteres Fisicos:

Em 3 tubos de ensaio numerados como 1, 2 e 3, colocar:

* tubo 1 - 5 gotas de acido butirico (C));
* tubo 2 - 5 gotas de 4cido oléico (C A%
* tubo 3 - alguns fragmentos de acido estearico (C,).

Observar o estado fisico (solido ou liquido) e verificar o odor de cada acido
graxo.

CH3CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH

Acido esteérico

Acido butiico CH3CH,CH,COOH

CH3CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,C=CCH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH
H H

Acido oleico

Obs: conservar o contetudo dos tubos.

Interpretacdo dos caracteres fisicos:

Os &cidos graxos insaturados, bem como os acidos graxos saturados de pequeno
namero de atomos de carbono (até 8 carbonos) sao liquidos a temperatura ambiente
enquanto que os acidos graxos com cadeias maiores sao solidos nestas condicgdes.

Os é&cidos graxos de baixo peso molecular possuem cheiro intenso, que pode
ser sentido ao abrir o frasco do acido butirico (C,), que possui um cheiro de
manteiga rancosa. O cheiro diminui com o aumento do ndmero de atomos de
carbono, ou seja, o acido estearico (C,,) € praticamente sem cheiro.

3.2. Solubilidade dos Lipideos:
3.2.1. Acidos Graxos em Agua:

* Nos trés tubos da experiéncia anterior, adicionar 2 mL de H,O destilada. Agitar
e observar a solubilidade.
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Obs.: Guardar esses tubos para a pesquisa de acidos graxos volateis.
3.2.2. Oleo em Agua e Solventes Apolares:

Colocar em 3 tubos de ensaio numerados (4, 5 e 6), 2 mL dos seguintes
solventes:

 Tubo 4: agua
e Tubo 5: etanol
e Tubo 6: éter

Adicionar 5 gotas de 0leo em cada tubo, agitar e verificar a solubilidade.

Interpretacdo da solubilidade em agua e solventes apolares:

A solubilidade dos acidos graxos em agua diminui com o aumento do nimero
de 4tomos de carbono. Os acidos de peso molecular elevado (acima de 8 carbonos)
sdo praticamente insoltveis em agua. O acido butirico (C,) é soltvel em agua,
enquanto que o acido estearico (C_ ;) é praticamente insolUvel neste solvente.

Pode-se concluir que a baixa solubilidade dos &cidos graxos em agua deve-se
ao seu grupo hidrofébico, que confere a esses acidos maiores solubilidades nos
solventes apolares.

Os 6leos (triacilglicerdis) apresentam um comportamento semelhante aos acidos
graxos com cadeia longa, ou seja, baixa solubilidade em solventes polares como a
agua e alta solubilidade em solventes apolares como o éter. A solubilidade em etanol
€ maior que em dgua e menor que em éter, porque o etanol apresenta uma polaridade
intermediaria entre a agua e o éter.

3.3. Pesquisa de Acidos Graxos Fixos e Volateis:

* Nos tubos 1, 2 e 3 utilizados na analise dos caracteres fisicos (item 3.1.),
colocar um pedaco de papel indicador preso na boca do tubo.

» Colocar em banho-maria a 100°C e observar a mudanca de cor do papel
indicador devido os vapores dos acidos graxos volateis.

Interpretacdo da pesquisa de acidos graxos fixos e volateis
Determinados acidos graxos podem ser arrastados pelo vapor de agua, sendo
denominados &cidos graxos volateis. Os acidos graxos com até 8 atomos de
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carbono, aproximadamente, sdo volateis enquanto, os acidos graxos com mais de
8 carbonos sdo fixos. O acido butirico é volatil, os demais sao fixos.

3.4. Pesquisa de Insaturacao:

 Colocar em 2 tubos de ensaio: algumas gotas de acido oléico no primeiro e
alguns fragmentos de &cido estearico no segundo.

 Colocar em cada tubo 2 mL de éter e agitar.

» Gotejar solucdo de bromo em cada tubo e verificar o descoramento da solugéo
de bromo.

Interpretacdo da pesquisa de insaturagao

Os acidos graxos insaturados, sofrem reacdo de adicdo de bromo ao nivel
das duplas ligacGes formando derivados saturados bromados. Sendo corada a
solucdo de bromo (pardo-amarelada) e incolor o produto de adicdo, podemos
acompanhar a reacdo através da descoloracdo da solucdo de bromo, revelando
assim a presenca da dupla ligacdo. O &cido estearico sendo saturado ndo adiciona
bromo, bastando portanto, colocar uma s6 gota de solu¢do de bromo para persistir
a cor amarelada do bromo diluido.

Os acidos graxos, bem como seus ésteres (triglicerideos, céras, etc) sdo
sollveis em solventes organicos como o éter (item 3.2.2) assim, a reagcdo acima se
desenvolve melhor com estes solventes.

3.5. Saponificacdo de Triglicerideos

e Em um tubo de ensaio, colocar 10 gotas de um triglicerideo (6leo de soja,
amendoim, mamona, etc.)

* Juntar 2 mL de solucéo alcoolica 10% de hidroxido de sddio (pipetar com
cuidado).

» Ferver em banho-maria até a obtencdo de uma solugéo transparente e clara.

» Adicionar 3 mL de H,O destilada e agitar.

* Observar a formacao de espumas (sabao).

Obs.: Conservar o contetdo do tubo.
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3.5.1. Propriedades dos Sabdes

« Dividir em trés tubos de ensaio o contetido do tubo da experiéncia anterior.

» Ao primeiro tubo, adicionar 5 gotas de solucdo de cloreto de célcio e agitar.
Observar a formacdo de um precipitado branco e a incapacidade de formar
espumas (sabdo de célcio).

* Ao segundo tubo, adicionar 1 mL de solucdo de acido cloridrico e agitar.
Observar a formacgdo de um precipitado branco e a incapacidade de formar
espumas (acidos graxos).

» Ao terceiro tubo, adicionar £ 10 gotas de solucdo saturada de cloreto de
sddio, gota a gota até o aparecimento de um precipitado branco. Agitar e
observar o precipitado branco que se forma, mas com capacidade de espumar
(sabdo precipitado).

Interpretacdo da saponificacdo dos triglicerideos

Os triglicerideos (ésteres) sofrem hidrdlise na presenca de solucdo alcoodlica
de NaOH quente produzindo o Glicerol e sais de sddio correspondentes aos acidos
graxos (sabdes). Esta reacdo é a base do indice de saponificacéo.

CH,—0—CO—R; CH2OH R;—COONa
|
C‘IH —0—CO—Rz + 3NaOH—>»CHOH + R, COONa
|
CH,—0O—CO—R;3 CH,OH R3—COONa
Triglicerideo Glicerol Sabbes

No organismo, a hidrolise dos triglicerideos se faz pela lipase (enzima) auxiliada
pela bile, que tem a propriedade de emulsificar os 6leos favorecendo a agéo da lipase.

Os sab®es sdo substancias que, em solucéo, tém a propriedade de baixar a tensao
superficial da agua favorecendo a obtencédo de emulsdes e a formacéo de espumas.

Os sais de célcio, magneésio, metais pesados, etc., formam com os sabdes,
uma reacdo de dupla-troca com producdo de um sabdo insoluvel, perdendo suas
propriedades.

2R—COONa +CaCl, —» (R—COQO); Ca+ 2NaCl

sabdao de célcio
(insolGvel)
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Os sabdes, quando tratados por acidos minerais (HCI) regeneram o0s
correspondentes acidos graxos que sendo insollveis ndo apresentam propriedades
de detergentes.

R—COONa + HCI ———s R —COOH + NaCl
acido graxo
(insoltvel)

Os sabdes de sodio podem ser precipitados pela adi¢éo de solugdo concentrada
de NaCl. Nestas condi¢cfes, aumenta-se a concentracdo sodio [Na*] da solugéo e a
reacdo tende para a esquerda, segundo a Lei das Massas (efeito do ion comum).

R—COONa R— COO + Na'

insoltwvel soluwel

A equacdo matematica que expressa essa Lei é:

[R-COO].[Na’]
Keqg=
[R-COONa]

4, PROPRIEDADES DAS PROTEINAS
4.1. Introducéao

Proteinas: sdo polimeros de aminoacidos unidos entre si por ligacdes
peptidicas.
Aminoacidos: sdo0 compostos organicos que apresentam em sua estrutura a
funcdo organica amina e a funcéo acido carboxilico.

H,N—CH — COOH - » Constante
L _______ » Variavel

Férmula geral de um aminoéacido
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As proteinas encontradas nos organismos vivos sao formadas por 20 diferentes
tipos de alfa-aminoacidos (caracterizados pelos seus diferentes radicais), dos quais
19 apresentam a configuracao absoluta L (semelhante ao L-gliceraldeido).

4.2. Classificacdo dos Aminoacidos

Os amino&cidos sdo normalmente classificados de acordo com a polaridade
de seus radicais, que sugerem as possiveis interacdes que esses aminoacidos podem
realizar entre si, quando estdo presentes nas proteinas

» Aminoacidos com radicais apolares ou hidrofébicos

» Aminoacidos com radicais polares sem carga

* Aminoacidos com radicais polares com carga positiva
» Aminoacidos com radicais polares com carga negativa

H H H H
+ | + ) + + | )
|
T2 CHz CHOH CH—CHy
_ |
C|3H2 (ofe]e) CHs CHs
Cl;Hz Acido aspartico Treonina Valina
1
Fa
Lisina

4.3. InteracOes entre os Radicais dos Aminoacidos

As interacdes entre os radicais dos aminoacidos podem ser: interacdes
hidrofdbicas, interagcbes idnicas, interacbes de hidrogénio, interacbes de Van-der-
Walls, interacdes dipolo-dipolo etc.

Além das interacdes, muitas ligacdes covalentes podem ocorrer entre 0s radicais
dos aminoacidos. A ligacao dissulfeto é a mais comum entre as proteinas globulares.

4.4. Peptideos

A unido dos aminoacidos por meio da ligacdo peptidica da origem aos
peptideos (unido de 2 ou mais aminoacidos). Os polipeptideos naturais sao
denominados de proteinas.
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|c|) (0]
I
HzN(|3H C—OH + H,;NCHCOOH —» HN (|3H C—NHCHCOOH + H.0
R, R : Ry

Ligacao peptidica

Formacéo da ligacdo peptidica

4.5. Conformacéo

A conformacdo das proteinas é a maneira especifica que a cadeia polipeptidica
dobra sobre si mesma para formar a estrutura tridimensional e funcional das proteinas.
Uma maneira simples de explicar a conformacéo das proteinas consiste em organizar
a complexa estrutura protéica em niveis hierarquicos de complexidade:

4.5.1. Estrutura Primaria

Esse nivel define apenas a sequéncia linear dos aminoacidos na cadeia
polipeptidica, bem como a localizacdo das ligagcdes covalentes entre os radicais.

4.5.2. Estrutura Secundaria

A estrutura secundaria define as interagfes entre os aminoacidos proximos na
seqliéncia linear. Essas interacdes, sdo denominadas periddicas (podem ou nao
ocorrer em uma proteina), das quais, as mais importantes séo a alfa hélice e a folha
pregueada.

A alfa hélice é a estrutura mais comum em todas proteinas globulares. Ela
consiste no dobramento da cadeia polipeptidica sobre si mesma, com uma disposicao
em espiral para o lado direito, formando uma estrutura cilindrica. A estrutura da alfa
hélice é mantida por interacdes de hidrogénio entre o oxigénio da carbonila do
primeiro aminoacido e o nitrogénio da ligacdo peptidica do quinto aminoécido na
sequéncia linear.

A folha beta pregueada é também muito comum nas proteinas globulares e
consiste em interacdes de hidrogénio entre a carbonila e o nitrogénio da ligacdo
peptidica. As interacdes ocorrem, por exemplo, quando hd uma dobra na cadeia
polipeptidica seguindo uma orientacdo em sentido antiparalelo. A associagdo de
muitas dobras forma uma estrutura semelhante a uma folha pregueada.
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4.5.3. Estrutura Terciaria

A estrutura terciaria define as interacdes entre os radicais dos aminoacidos
distantes na sequéncia linear. Essas interagbes normalmente provocam dobras
orientadas na cadeia polipeptidica. Acredita-se que a orientacdo das dobras sejam
realizadas pelas interac@es hidrofdbicas entre os radicais dos aminoacidos hidrofobicos.

INTERACAO HIDROFOBICA: os compostos apolares ou hidrofdbicos,
bem como os radicais dos aminoacidos hidrofobicos, desorganizam a estrutura da
agua, propriedade esta denominada de coesividade. Para recuperar a sua estrutura,
a agua “obriga” os compostos hidrofébicos, bem como os radicais hidrofobicos
dos amino&cidos a interagirem entre si diminuindo assim, a superficie de contato
com a agua. Os radicais dos aminoacidos hidrofébicos dentro da cadeia
polipeptidica, quando afastam do meio aquoso, arrastam a cadeia polipeptidica,
ocupando o interior da molécula de proteina. Esse comportamento, leva a cadeia
polipeptidica a dobrar sobre si mesma de uma maneira organizada. A informacao
de como a cadeia deve dobrar, portanto, esta embutida na sequiéncia linear dos
aminoacidos (posicdo dos aminoacidos hidrofobicos).

4.5.4. Estrutura Quaternaria

A estrutura quaternaria define as interacfes entre as cadeias de polipeptideos,
formando as proteinas oligoméricas (com mais de uma cadeia), sendo cada cadeia
polipeptidica denominada de subunidade.

4.6. Propriedades das Proteinas

As propriedades das proteinas estdo relacionadas com as propriedades dos
aminoacidos que as compdem:

4.6.1. Solubilidade das Proteinas

A solubilidade das proteinas é determinada, pela variedade dos grupos residuais
(radicais) dos aminoacidos, pela maneira do dobramento da cadeia polipeptidica e
também pelas propriedades do sistema de solvente, no qual a proteina esta contida.
Os fatores que influenciam na solubilidade afetam a estrutura secundaria e terciaria
das proteinas.




22 SANTOS, C. D. dos et al.

Efeito da Forca ldnica: cada ion em solucdo aquosa é rodeado por uma
“atmosfera ionica” de carga oposta que pode causar grande mudanca na
solubilidade de uma proteina.

Em geral, a solubilidade das proteinas, aumenta na presenca de baixa forca
ionica (baixa porcentagem de saturacdo) de certos sais (por exemplo sais de Na, K
e Mg). Esse fendbmeno é denominado “salting in”. O aumento da solubilidade das
proteinas ocorre em funcdo da estabilizacdo dos grupos carregados dos radicais
dos aminoéacidos.

A presenca de sais (como o sulfato de amoénio) em alta for¢a iGnica diminui a
solubilidade das proteinas. Esse fendmeno € denominado “salting out”. Adiminuicao
de solubilidade € devido a competicdo entre a proteina e o sal pela dgua livre, bem
como pela adgua de hidratacdo ao redor da proteina. A diminuicdo da agua de
hidratacdo ao redor da molécula de proteina provoca a agregacao e a precipitacdo
dessas moléculas. O efeito de sais (como o sulfato de amdnio), na solubilidade das
proteinas, pode ser medido em termos de porcentagem de saturacao da solugédo
(solucdo saturada de sulfato de amdnio é considerada 100% saturada). Cada proteina
apresenta um comportamento diferente de outra proteina em solucéo salina e, por
isso, permite a sua separacao atraves de uma precipitacdo diferencial, em diferentes
porcentagens de saturacao.

Efeito do pH: em geral, as proteinas sdo menos sollveis em um pH igual ao
seu ponto isoelétrico. O ponto isoelétrico de uma proteina € o pH, em que a carga
liguida de todos os grupos dissociaveis é igual a zero, ou seja, a proteina nédo
apresenta migracao em um campo elétrico (equilibrio de cargas positivas e negativas).

Efeito da Temperatura: o efeito da temperatura na solubilidade das proteinas
é muito varidvel. De maneira geral, podemos afirmar que as proteinas diminuem a
sua solubilidade com o aumento da temperatura, em funcdo do aumento da
desnaturacdo da molécula. A temperatura na qual inicia-se a desnaturacdo é variavel
de proteina para proteina, sendo influenciada por outros fatores, como por exemplo,
0 pH e a presenca de substrato (se for uma enzima). Normalmente, as proteinas
iniciam um processo de desnaturagdo em torno de 35°C.

Efeito de Solventes Organicos: solventes organicos, tais como alcoois,
éteres, cetonas, etc, que diminuem a constante dielétrica da solucdo aquosa
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(capacidade das moléculas do solvente orientarem-se em um campo elétrico), tornam
as solucdes mais apolares e diminuem a solubilidade das proteinas (ou qualquer
substancia idnica). Os solventes que aumentam a constante dielétrica, tais como o
dimetilsulfoxido, aumentam a solubilidade das proteinas.

4.6.2. Desnaturacdo das Proteinas

As proteinas apresentam estruturas tridimensionais (conformacdo) que sdo
definidas por varios niveis estruturais: estrutura primaria, estrutura secundaria,
estrutura tercidria e estrutura quaternaria. A partir da estrutura secundaria, a
conformacéo é mantida por interacdes frageis (baixa energia de ligacao) entre 0s
atomos e/ou grupos de atomos dos aminoacidos, tais como: interacdes de hidrogénio,
interacdes idnicas, interacdes hidrofébicas, forcas de Van-der-Walls etc, que em
conjunto, determinam a estrutura tridimensional estavel das proteinas.

Qualquer processo que provoca o rompimento dessas interacdes, provoca
uma variedade de modificacdes estruturais (desordem nas cadeias polipeptidicas)
que sdo denominadas de desnaturacao.

A desnaturacdo pode ser provocada por varios fatores, como, por exemplo:
calor, extremos de pH, detergentes, sais neutros, solventes organicos, ions de metais
pesados etc. Alguns dos critérios experimentais utilizados para medir a extensdo da
desnaturacdo sdo: a diminuicdo da solubilidade e a perda da atividade bioldgica.

4.7. Reacbes Coloridas das Proteinas

Existem muitas reacOes coloridas especificas para os aminoacidos e proteinas.
Apenas duas reacOes serdo descritas.

Reacdo de Ninidrina: a ninidrina € um oxidante fraco, que reage com 0
grupo amino dos aminoacidos formando aménia (obtida pela liberacdo do grupo
amino), aldeido e gas carbdnico (obtido pela liberagdo de um atomo de carbono da
carboxila), como mostrado na reagdo a sequir:

O

o}
L ow e
H2N(|3H COOH + — + RiCHO + CO, + NHj3
OH | H
Ry |

(0] (0]

Ninidrina oxidada Ninidrina reduzida
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o o} o] o]
OH OH |
+ NH3 + — > " N + 3H,0
| OH H I
o} o OH o)

Ninidrina oxidada Ninidrina reduzida Produto azul

A coloracdo azul é caracteristica dos aminoacidos que tem alfa aminogrupos.
Essa reacdo é largamente empregada na determinacdo quantitativa dos aminoacidos.

Reacdo de Biureto: a reacdo de biureto consiste na formacgdo de complexos
coloridos entre o &tomo de cobre e a ambnia ou aménias substituidas. Os peptideos
e as proteinas formam complexos mais intrincados, nos quais o cobre esta ligado a
mais de um nitrogénio da cadeia polipeptidica.

Esses complexos sdo formados especialmente em solucdes alcalinas, e
apresentam coloracdo azul quando formado com amonia ou amdnias substituidas,
e coloracdo violeta quando formados com peptideos e proteinas. Os peptideos
com duas ou mais ligacOes peptidicas e/ou proteinas podem ser medidos
quantitativamente por meio da determinacdo da absorcdo de luz pela cor violeta,
que € caracteristica de um teste de biureto positivo.

O teste € denominado de rea¢do de biureto porque uma substancia denominada
biureto apresenta coloracdo violeta caracteristica do teste de biureto positivo.

I I
H,N—C—NH—C—NH,
Biureto
4.8. Trabalho Pratico
4.8.1. Precipitacdo das Proteinas

4.8.1.1 Precipitacdo por sulfato de aménio

* Pipetar 1 mL de uma solucgéo de clara de ovo 10% (10 mL de clara de ovo
dissolvida em 100 mL de solugao).

 Adicionar 3 mL de sulfato de amdnio saturado.

* Observar o turvamento da solucéo.
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O turvamento ocorre devido a diminuicdo da solubilidade das proteinas da clara,
em funcéo da competicdo com o sulfato de aménio pelas moléculas de agua (salting-
out). A agua funciona como um isolante de cada molécula de proteina, por meio de sua
camada de hidratacdo, impedindo que as moléculas interajam entre si. Com a adi¢éo de
sulfato de aménio a agua vai sendo retirada das moléculas de proteina, provocando a
interacdo, agregacao e precipitacdo das moléculas (salting-out). Cada proteina precipita
em uma determinada concentracdo (% de saturacdo) de sulfato de amdnio.

4.8.1.2. Precipitacdo isoelétrica da caseina

* Pipetar em um tubo de ensaio 1 mL de solugédo de caseina 0,5% preparada em
solucdo de hidroxido de sédio 0,05N.

 Adicionar acido cloridrico 0,05N, gota a gota, agitando o tubo apds cada
adicdo, até que a precipitacdo ocorra (formacao de uma suspensao de coloracéo
branca). A caseina precipita-se no ponto isoelétrico.

Para determinar, grosseiramente, o valor do ponto isoelétrico da caseina,
adicionar gotas do indicador verde de bromocresol e comparar a cor do precipitado,
com a tabela de viragem do indicador abaixo.

Verde de bromocresol pKa = 4,7

pH Faixa de pH Cor do indicador
pH &cido Menor que 3,7 Amarelo
pH transicdo 3,7a5,7 Verde
pH alcalino Maior que 5,7 Azul

Em geral as proteinas sdo menos sollUveis no ponto isoelétrico. A caseina é
praticamente insolUvel precipitando-se nesse pH. Quando dissolvida em pH alcalino
(NaOH 0,05N), a molécula apresenta um predominio de cargas negativas em fungéo
da ionizac3o dos radicais dos aminoacidos. A medida que a solu¢io de HCI 0,05N
vai sendo adicionada, as cargas negativas tendem a desaparecer (protonacdo do
grupo carboxila**) enquanto ocorre 0 aparecimento das cargas positivas (protonacao
do grupo amino*), até o pH em que ocorre o equilibrio de cargas (ponto
isoelétrico - pl), causando a precipitacdo da caseina. O valor do ponto isoelétrico
é variavel de proteina para proteina e, nesse exemplo, o valor do pH foi estimado
por meio da adicdo do indicador de pH verde de bromocresol. O ponto isoelétrico
é obtido quando a caseina esta precipitada, correspondendo ao pH de transicdo
que esta no intervalo entre pH = 3,7 a pH = 5,7).
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* H" + —NH;, —NHs

*»* H™ + —coo —COOH

4.8.1.3. Precipitacao pelo calor

* Pipetar 1mL de solucéo de clara de ovo 10% para um tubo de ensaio.

e Aquecer em banho de 4gua em ebuli¢cdo por 5 minutos.

* Observar o turvamento da solucdo devido a diminuicdo de solubilidade das
proteinas da clara de ovo.

De maneira geral, as proteinas diminuem sua solubilidade com a temperatura,
em funcdo do aumento da desnaturacdo. Com a desnaturagdo ocorre a exposicao
dos radicais hidrofébicos, normalmente presentes no interior da molécula,
provocando a diminuicdo da solubilidade.

4.8.1.4. Precipitagdo por solvente organico

* Pipetar 1mL de solucéo de clara de ovo 10% para um tubo de ensaio.

» Adicionar 1mL de etanol 95GL.

* Observar o turvamento da solucdo devido a diminuicdo de solubilidade das
proteinas da clara do ovo.

As proteinas estdo evolutivamente adaptadas ao meio aquoso e, por isso, mantém
os seus radicais polares predominantemente no exterior da molécula, em contato com
aagua. Qualquer solvente que adicionado a 4gua, diminui a polaridade do meio (diminui
a constante dielétrica) vai provoca a diminuicao de solubilidade das proteinas.

4.8.1.5. Precipitacdo por metais

Experimento 1

* Pipetar em um tubo de ensaio 1 mL de solucéo de clara de ovo 10% ligeiramente
alcalina.

* Pipetar 1 mL de solucéo de cloreto de mercurio 0,01M.

* Observar a formacdo de um precipitado branco.

 Adicionar nesse precipitado, gotas de acido cloridrico 0,05N e observar que
0 precipitado dissolve.
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Experimento 2

* Pipetar em um tubo de ensaio 1 mL de solucéo de clara de ovo 10% ligeiramente
alcalina.

* Pipetar 1 mL de solucéo de cloreto de mercurio 0,01M.

* Observar a formacdo de um precipitado branco.

* Adicionar 1 mL de solugdo neutra de EDTA (&cido etileno diamino tetra acético -
agente complexante de metais) 0.05M e observar que o precipitado dissolve.

As proteinas formam sais insolliveis com certos ions metalicos. Quando uma
solucdo de proteina estd em meio alcalino, ela apresenta uma carga liquida negativa.
Na presenca de certos cations de metais formam-se sais que podem ser sollveis ou
insollveis, dependendo da natureza do metal; por exemplo, sais de Na, K e Mg sdo
solaveis enquanto de Hg, Pb, Cu e Zn séo insolaveis.

A precipitacdo ocorre, entdo, em funcdo da formacdo de sais com metais
especificos. Em meio alcalino, as proteinas tém um predominio de cargas negativas
(&nions) que reagem com os metais (cations) formando sais. O sal formado entre as
proteinas da clara com o mercurio utilizado nos experimentos (cloreto de mercurio)
é insoluvel.

Alterando o pH do meio, mediante adicdo de acidos, as proteinas adquirem
um predominio de cargas positivas provocando a dissolucdo do precipitado. As
proteinas com cargas positivas ndo reagem com 0s metais.

A adicdo de EDTA, um composto que formam complexos com o0s metais, vai
retirar (complexar) o mercurio da solucdo e o precipitado também dissolve.

4.8.1.6. Precipitacdo por Acidos

* Pipetar 1mL da solucéo de clara de ovo 10% para um tubo de ensaio.
 Adicionar 1mL de &cido tricloroacético (TCA) 10%.
* Observar a formacdo de um precipitado branco.

Da mesma maneira que 0s metais, certos acidos (acido percldrico e acido
tricloroacético, por exemplo) quando adicionados em solucdes protéicas provocam
0 abaixamento do pH atribuindo carga positiva as proteinas (cations). Esses cations
reagem com o acido adicionado (anions) formando sais insollveis. Esses acidos
sdo normalmente utilizados para a desproteinizacdo de solugdes.
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4.8.2. Reacdes Coloridas das Proteinas

4.8.2.1 Reagdo de biureto

* Pipetar para um tubo de ensaio 1mL de solucdo de clara de ovo 10%.
Pipetar 1mL de solucdo de NaOH 2N.

Adicionar gotas de sulfato de cobre 0,01M.

Observar a formacgdo de uma coloracdo roxa.

Fazer um tubo substituindo a clara de ovo por dgua para comparar com a
cor formada.

A reacdo de biureto é uma reacdo especifica que ocorre entre 0 atomo de
cobre e 0s peptideos (tripeptideos em diante), formando um complexo de cor
roxa caracteristico.

T D 0
***NH=CH~C—NH—CH-C—NH—CH~-C --.
R R R

N

NH—(IIH—C—NH—(,:H—C——NH—(IIH—C
R R R
Complexo colorido da reacdo do biureto.

4.8.2.2. Reacdo de Ninidrina

* Pipetar para um tubo de ensaio 1mL da solucéo de glicina 0,1%.

Pipetar 1mL da solucgéo de ninidrina 0,1% (preparar em etanol).

Colocar em banho de 4gua em ebulicdo por 2 minutos.

Observar a formagao de uma coloragdo azul.

Fazer um tubo substituindo a glicina por &gua para comparar com a cor formada.

A reacdo de ninidrina é uma reacéo colorida especifica, utilizada para caracterizar
e quantificar os alfa-aminoacidos.
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0 0
H OH
HzN?HCOOH + — + HCHO + CO, + NHs
OH H
H |
o 0

Glicina

Ninidrina oxidada Ninidrina reduzida

o o} o] o]
OH OH |
+ NH3z + — > " N + 3H,0
| OH | H I
o} o OH o)

Ninidrina oxidada Ninidrina reduzida Produto azul

5. DETERMINAQAO DO pKa DOSAMINOACIDOS
5.1. Introducao

A capacidade de ionizacao € uma propriedade importante de muitos compostos
bioldgicos. Acidos organicos, aminoacidos, purinas, pirimidinas e ésteres fosfatos
sdo exemplos de compostos que ionizam-se em graus variaveis em sistemas
bioldgicos. Uma vez que o pH de muitos fluidos bioldgicos é préximo de 7,0, o
grau de ionizagdo de alguns desses compostos pode ser total.

Uma das propriedades qualitativas caracteristicas de uma molécula, é o
pKa de qualquer grupo dissociavel que ela possui. Por essa razdo, a
determinacdo experimental do pKa de grupos ionizaveis € um procedimento
Importante na descricdo das propriedades de uma substancia desconhecida. O
pKa pode ser determinado experimentalmente em laboratorio, construindo-se a
curva de titulagcdo com um potenciometro. A medida que quantidades
conhecidas de alcali ou de acido sdo adicionados a uma solucdo problema, o
pH é determinado, e o grafico da curva de titulacdo pode ser construido. A
partir dessa curva o ponto de inflexdo (que corresponde ao valor do pKa) pode
ser determinados por métodos adequados.

O conhecimento do conceito de &cidos e bases serd importante na discussao
da estrutura dos aminoacidos.

« Acidos: sio todas as substincias capazes de doar prétons (Brénsted).
» Bases: sdo todas as substancias capazes de receber protons (Bronsted).
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5.2 Curva de Titulacdo da Glicina

Uma das maneiras de mostrar que os aminoacidos existem como ions dipolares
(zwitterions) em vez de moléculas neutras, consiste em fazer a determinagdo do
pKa do grupo que esté envolvido em reacdo, com hidroxido de sédio e com acido
cloridrico, por meio da titulacdo potenciométrica.

Para os aminodacidos (glicina, por exemplo), além da determinacédo dos valores
dos valores de pKa, pode-se também analisar a sua estrutura predominante. Seréo
consideradas duas hipoteses:

Hipotese 1 — A glicina como uma molécula neutra

Hipotese 2 — A glicina como uma molécula carregada

O

|
Cli— —O0

@)

|
H_’Tl_
H H

Titulacdo da glicina considerando a hipotese 1:
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Titulacdo da glicina considerando a hipotese 2:
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Para descobrir qual é a hipdtese verdadeira, analisar os valores dos pKa, que
serdo determinados pela titulacdo potenciométrica a seguir.

5.3. Trabalho Pratico

* Pesar 0,30 g de glicina e dissolver em 30 mL de agua destilada em um béquer
de 50 mL.

A calibracdo do potenciometro com solugdo padrdo de pH e a montagem do
sistema para as medidas de pH da solucéo de glicina sera feita pelo professor.

* Apds a montagem do sistema, fazer a leitura do pH da solucéo e iniciar a
titulacdo adicionando volumes de 0,50 mL de hidroxido de sodio 0,5 N até um
volume de aproximadamente 8,0 mL como mostrado na tabela abaixo.

Proceder da mesma maneira para a titulacéo da glicina com acido cloridrico 0,5 N.

Volume HCI pH Volume NaOH pH
0,0 mL 0,0 mL
0,5mL 0,5mL
1,0mL 1,0mL
1,5mL 1,5mL
2,0 mL 2,0 mL
3,0mL 3,0mL
4,0 mL 4,0 mL
5,0mL 5,0mL
6,0 mL 6,0 mL
7,0 mL 7,0 mL
8,0 mL 8,0 mL

 Construir a curva de titulacdo a partir dos dados da tabela acima, colocando o
pH na ordenada e os volumes de HCI e NaOH na abcissa.

» pKa pode ser obtido graficamente pelo ponto de inflexdo da curva de titulacéo,
ou por de calculos estequiométricos.

* Para determinar o pKa utilizando calculos estequiométricos, determinar:
- A normalidade da solugédo de glicina (0,3 g/30 mL).
- O volume de HCI e NaOH gastos para reagirem com a glicina.

Como a glicina € um acido fraco ou uma base fraca (substancia anfétera),
ocorre a formacdo de uma solucdo tampdo durante a titulacdo (regido plana da
curva de titulacdo). Por isso, o valor do pKa podera ser determinado utilizando a
equacao de Henderson-Hasselbalch.
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base conjugada
pH = pKa + log [ Jugada)

[a4cidoconjugado]

O valor do pKa sera igual ao valor do pH (pKa = pH), quando as
concentracdes de base conjugada e acido conjugado forem iguais ([BC] =
[AC]). Sabendo o volume de HCI ou NaOH necessario para estabelecer essa
igualdade, o valor do pKa de cada grupo do aminoacido serd determinado
encontrando os valores de pH correspondentes aos volumes de HCI ou NaOH
na tabela de titulacdo acima.

As estruturas da glicina (neutra ou carregada) podem agora ser analisadas
utilizando os valores dos pKa encontrados. A estrutura correta da glicina serad aquela
que apresentar valores de pKa coerentes com os grupos titulados da glicina.
Utilizar os conhecimentos sobre acidos e bases previamente adquiridos para concluir
corretamente.

5.4. Analise da Estrutura

A analise da estrutura da glicina sera realizada considerando as duas hipéteses:

Hipdtese 1 - se a glicina existir como uma molécula neutra, quando titulada
com hidréxido de sodio, € o grupo carboxila que vai reagir com o alcali. O pKa
determinado experimentalmente deve estar na regido de 3,0 a 5,0 (o valor de pKa
da carboxila de &cidos carboxilicos situa-se nesse intervalo). Quando titulada com
acido cloridrico, é o grupo amino que Vvai reagir com o acido e o pKa determinado
experimentalmente deve estar na regido de 9,0 a 11,0 (o valor do pKa do grupo
amino das aminas situam-se nesse intervalo).

Hipdtese 2 - se a glicina existir como uma molécula carregada (ion dipolar),
quando titulada com hidroxido de sddio, o pKa determinado experimentalmente
deve estar na regido de 9,0 a 11,0 (porque € o0 grupo amino que vai reagir) e, quando
titulada com é&cido cloridrico o pKa deve estar na regido de 3,0 a 5,0 (porque é o
grupo carboxila que vai reagir).

Ao comparar os valores de pKa encontrados com os valores de pKa de aminas
e acidos carboxilicos (9 a 11 e 3 a 5, respectivamente), pode-se concluir que os
aminoacidos sdo moléculas carregadas, sendo a hipétese 2 a verdadeira.
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5.5. Determinacdo do Ponto lIsoelétrico

O ponto isoelétrico é o pH onde ha um equilibrio de cargas na estrutura do
aminoacido ou peptideo. Quando o aminoacido apresenta um grupo acido e um
alcalino o ponto isoelétrico é obtido pela média dos pKa de cada grupo.

pKa do grupo acido + pKa do grupo alcalino
2

pl =

O valor do pKa seré igual ao valor do pH (pKa = pH), quando as concentracdes
de base conjugada e acido conjugado forem iguais ([BC] = [AC]). Sabendo o
volume de HCI ou NaOH necessario para estabelecer essa igualdade, o valor do
pKa de cada grupo do aminodcido serd determinado encontrando os valores de pH
correspondentes aos volumes de HCI ou NaOH na tabela de titulacdo acima.

As estruturas da glicina (neutra ou carregada) podem agora ser analisadas
utilizando os valores dos pKa encontrados. A estrutura correta da glicina sera aquela
que apresentar valores de pKa coerentes com os grupos titulados da glicina.
Utilizar os conhecimentos sobre acidos e bases previamente adquiridos para concluir
corretamente.

5.4. Analise da Estrutura

A analise da estrutura da glicina sera realizada considerando as duas hipéteses:

Hipdtese 1 - se a glicina existir como uma molécula neutra, quando titulada
com hidréxido de sodio, € o grupo carboxila que vai reagir com o alcali. O pKa
determinado experimentalmente deve estar na regido de 3,0 a 5,0 (o valor de pKa
da carboxila de &cidos carboxilicos situa-se nesse intervalo). Quando titulada com
acido cloridrico, é o grupo amino que Vvai reagir com o acido e o pKa determinado
experimentalmente deve estar na regido de 9,0 a 11,0 (o valor do pKa do grupo
amino das aminas situam-se nesse intervalo).

Hipdtese 2 - se a glicina existir como uma molécula carregada (ion dipolar),
quando titulada com hidroxido de sddio, o pKa determinado experimentalmente
deve estar na regido de 9,0 a 11,0 (porque € o grupo amino que vai reagir) e, quando
titulada com é&cido cloridrico o pKa deve estar na regido de 3,0 a 5,0 (porque é o
grupo carboxila que vai reagir).
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Ao comparar os valores de pKa encontrados com os valores de pKa de aminas
e acidos carboxilicos (9 a 11 e 3 a 5, respectivamente), pode-se concluir que os
aminoacidos sdo moléculas carregadas, sendo a hipétese 2 a verdadeira.

5.5. Determinacdo do Ponto Isoelétrico

O ponto isoelétrico é o pH onde ha um equilibrio de cargas na estrutura do
aminoacido ou peptideo. Quando o aminoacido apresenta um grupo acido e um
alcalino o ponto isoelétrico é obtido pela média dos pKa de cada grupo.

pKa do grupo acido + pKa do grupo alcalino
2

pl =

OBS: Essa equacao s0 é valida para os aminoacidos que ndo apresentam radicais ionizaveis.
5.6. Exercicios

1. Quais os grupos da glicina estardo predominantemente ionizados nos pH
1,0;6,0 e 11,0?

A ionizacdo do grupo amino e do grupo carboxilico da glicina depende do
pKa do grupo e do pH do meio. Nos pH 1,0; 6,0 e 11,0 a glicina apresenta
respectivamente as seguintes formas ionizadas:

+
pH=10 ——— H3NCHchOH
+ -
pH=60 ——» H3NCH,COO

oH = 11,0 ——» HaNCH,COO

2. Conhecendo o valor do pl, qual a carga vai predominar no aminoacido em
pH inferior e superior ao pl?

3. O acido glutdmico € um aminoacido com radical acido. Qual sera o valor
aproximado do pKTr (radical), considerando o pK, (carboxila) e o pK, (grupo amino)
iguais aos pKas da glicina?
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+ -
HaNCHCOO

T
e
CoO0"

Acido glutamico

Para estimar o valor do pKr (pKa do radical) do acido glutdmico deve-se
considerar o efeito indutivo que o grupo amino exerce sobre as duas carboxilas,
bem como os valores gerais do pKa dos acidos carboxilicos, que estdo
aproximadamente no intervalo de 3,0 a 5,0. Quanto mais préximo da carboxila
estiver o grupo amino, maior sera o efeito indutivo e consequentemente menor sera
o valor do pKa. Pode-se concluir, portanto, que o valor do pKr do 4cido glutamico
devera ser maior que o pKL1.

Portanto, 0 ponto isoelétrico de um aminoacido, peptideo ou proteina, podera
ser calculado pela formula empirica: pl = PKn+ pKn+1 , onde n = ndmero de grupos
basicos (aqueles que podem carregar-se positivamente). Ou seja, serd a média
aritmética entre 2 valores de pKa.

4. Fazer um esquema da curva de titulacdo do acido glutdmico. Lembrar que o
efeito tampdao ocorre em torno do pKa.

6. CROMATOGRAFIA
6.1. Introducéo

A cromatografia € uma técnica utilizada para a separacdo e identificacdo de
substancias. A separacao é obtida mediante 0 movimento das substancias produzidas
pelo movimento de um ou mais solventes, por meio de um suporte, que normalmente
é solido, previamente preparado.

O tipo de forca envolvida na separacdo das substancias por cromatografia é
que vai caracterizar o tipo de cromatografia: cromatografia de particéo - a
separacdo é obtida pela diferenca de solubilidade das substancias em diferentes
solventes; cromatografia de troca i6nica - a separacdo € obtida pela diferenca de
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cargas entre as substancias; cromatografia de filtragcdo molecular - a separagéo
é obtida de acordo com a diferenca de tamanho entre as moléculas das substancias;
cromatografia de afinidade - a separacdo é obtida mediante uma afinidade
especifica de ligacdo (ligacdo antigeno-anticorpo, ligacdo enzima-inibidor, etc).

6.2. Cromatografia em Papel

A cromatografia em papel € um tipo da cromatografia de particdo na qual, a
separacdo das substancias é obtida pelo movimento de um solvente com a utilizacao
de uma folha de papel especifico.

6.2.1. Principio da Cromatografia

Uma goticula da solu¢do contendo a mistura de substancias a ser separada é
colocada proximo a margem do papel (aproximadamente 2 centimetros) formando
uma mancha Umida. Deixa-se secar o solvente da mancha, onde foi colocada a
solucéo, ficando a mistura das substancias impregnadas no papel. A margem do
papel proximo a mancha é imersa em um solvente adequado, (solvente de parti¢do)
sem, contudo, submergir a referida mancha. O solvente sobe no papel por
capilaridade (cromatografia ascendente; quando o fluxo do solvente desce pelo
papel, a cromatografia é denominada cromatografia descendente) e, ao passar pela
mancha, arrasta as substancias impregnadas no papel de acordo com a solubilidade
dessas substancias nos diferentes solventes: o solvente da fase estacionaria (agua
impregnada no papel) e o solvente da fase mdvel (solvente de particdo, que
normalmente é composto de uma mistura de solventes de diferentes polaridades).
Cada substéncia geralmente move-se a uma determinada velocidade, em fungdo da
sua solubilidade em cada solvente (fase movel e fase estacionéria).

Deixa-se o0 solvente migrar por um periodo de tempo (0 espago percorrido
pelo solvente vai variar de acordo com cada cromatografia). O papel € entdo seco
e, se as substancias a serem separadas sdo incolores, faz-se a revelacdo da
cromatografia por meio de uma reacdo quimica colorida especifica.

6.2.2. Forgcas Envolvidas na Separacdo das Substancias

A distancia (da origem) migrada por uma determinada substancia é resultante
de duas forcas: a forca de propulséo e a forca de retardamento.
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Forca de Propulsdo: a forca de propulsdo atua no sentido de deslocar as
substancias de sua origem e mové-la no sentido do fluxo do solvente. As duas
principais forcas de propulséo sdo: o fluxo do solvente e a solubilidade.

Fluxo do solvente: quando um solvente flui através da mancha, a tendéncia é
carregar todas as substancias com ele, de acordo com a solubilidade dessas
substancias no solvente. Pode-se generalizar dizendo que, se uma substéncia a ser
cromatografada for completamente e instantaneamente sollvel no solvente, e ndo
havendo a atuacdo de nenhuma forca de retardamento, a substancia migrara
juntamente com a frente do solvente. Alternativamente, se a substancia a ser
cromatografada for completamente insoltvel no solvente, ela permanecera na origem.

Solubilidade: o solvente de parti¢cdo € normalmente composto de uma mistura
de substancias de diferentes polaridades (a propria &gua embebida no papel pode
ser considerada como um dos solventes da cromatografia ou, o suporte é previamente
preparado através da impregnacdo de um solvente especifico). Em funcédo dessa
diferenca de polaridade, é que vai haver a separacdo das substancias devido as
diferencas de solubilidade nesses solventes.

Na cromatografia em papel a dgua é o solvente impregnado no papel
constituindo a fase estacionaria. O solvente ou a mistura de solventes que migrar
através da gua (fase estacionaria) é considerada a fase mdvel. Poucas substancias
tem solubilidades idénticas em um determinado solvente. As substancias mais
sollveis na fase movel movem mais rapidamente que as substancias mais sollveis
na fase estacionaria. Atendéncia € as substancias separarem cada vez mais durante
a cromatografia.

Os solventes sdo escolhidos de modo a oferecerem maiores solubilidades
diferenciais entre as substancias a serem separadas.

Forca de Retardamento: a forca de retardamento atua no sentido de impedir
gue as substancias sejam arrastadas da origem. As principais for¢as de retardamento
sd0: a adsorsao e a particao.

Adsorcdao: ¢é a forca que tende a manter as moléculas das substancias ligadas
a superficie do papel. Algumas substancias sao mais fortemente adsorvidas do que
outras alterando o deslocamento delas no suporte.

Particdo: a particdo pode ser definida como sendo a distribuicdo de uma
determinada substancia entre dois solventes imisciveis. De fato, a cromatografia
depende da presenca de duas fases de liquidos. Uma é denominada fase movel,
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formada normalmente de solventes ou mistura de solventes mais apolares e a outra
é denominada de fase estacionaria, formada normalmente por solventes mais
polares, impregnados no suporte. Na cromatografia em papel a fase estacionaria é
considerada a prépria agua presente no papel de filtro.

Se a agua presente no papel de filtro é a fase estacionaria, durante a
cromatografia, a fase movel vai mover-se através da agua (fase estacionaria),
provocando a parti¢cdo do soluto (obs - o papel de filtro apresenta de 6 a 12% de
agua ligada a celulose). A quantidade de soluto encontrada em cada fase vai
depender da solubilidade do soluto em cada um solvente. O grau de parti¢cdo no
equilibrio € denominado de coeficiente de particéo e, o fenémeno da distribuicdo
da substancia nos dois solventes é denominado de distribuicdo em
contracorrente.

6.2.3. Distribuicdo em Contracorrente

A distribuicdo em contracorrente requer que os dois solventes sejam
imisciveis entre si (ou constituem fases distintas na cromatografia) e que a
substancia a ser separada apresente algum grau de solubilidade em cada um
deles. Um dos solventes é imdvel e corresponde a fase estacionaria da
cromatografia (E) e o outro solvente, que se move através da fase estacionaria
carregando consigo parte da substancia a ser separada (de acordo com o
coeficiente de particdo), corresponde a fase movel (M).

O esquema a seqguir tenta explicar como ocorre a particdo. Deve ser
considerado um coeficiente de particdo igual a 1,0 (um). O soluto (ou mistura
de solutos) é dissolvido na fase estacionaria e é representado hipoteticamente
por 8 (oito) bolas.

Estagio 1 - todos os tubos contém um
volume da fase estacionéria (E1, E2, E3). O
M tubo 1 contém o soluto dissolvido na fase
estacionaria (8 moléculas) e um volume
igual fase movel (M1).

o000
E]_ [ 2N N J E2 E3
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Estagio 2 - O tubo 1 (um) é agitado e
deixa-se as duas fases separarem-se. A
substancia serd distribuida entre as duas
fases E1 e Mjp ~ de acordo com o

coeficiente de particéo.

Estagio 3 - A fase movel foi transferida do
tubo 1 (um) para o tubo 2 (dois) e um novo
volume My, vindo da cuba, foi adicionado
no tubo 1 (um), mostrando a migracdo do
solvente.

Estagio 4 - Os tubos 1 (um) e 2 (dois) sao
agitados e deixam-se as fases separarem-se.
A substéncia se distribui igualmente entre a
fase estacionéria (E) e a fase movel (M).

Estagio 5 - A fase movel M1 é transferida
do tubo 2 para o tubo 3, M2 é transferida do

tubo 1 para o tubo 2 e um novo volume de
fase movel M3 vindo da cuba é adicionado

no tubo 1 (um).
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Estagio 6 - Todos os tubos sdo agitados e
deixam-se as fases separarem-se. A
substancia distribui-se igualmente entre a
fase mdvel (M) e a fase estacionaria (E) em
todos os tubos.

» Apos as trés distribuicdes, a substancia é encontrada principalmente no tubo
do meio porque o coeficiente de particdo é 1 (um).

Notar que a numeracdo E1, E2 e E3 esta em direcdo oposta a M1, M2 e M3,
indicando que a fase movel move-se atraves da fase estacionaria. Devido a
esse movimento contrdrio das fases é que denomina-se distribuicdo em

contracorrente.

A particdo é uma forca de retardamento na cromatografia em papel porque, o
soluto que foi deslocado da folha de papel pelo solvente em movimento, esta
continuamente retornando a folha de papel e retardando o progresso da
cromatografia. Como a particdo de uma determinada substancia é diferente da
particdo de outra substancia, ela é considerada também, uma forca diferencial.

A particdo pode tambeém ser explicada de acordo com a tabela abaixo:

TABELA - Distribuigao de uma substancia A (20% soltvel na fase mdvel) apos 10 passos de extracéo
com a fase mével M.

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Extracao
0 200
1 160 40
2 128 64 8
3 102 77 19
4 82 82 30 6
5 66 82 40 11 1
6 53 79 48 17 3
7 42 74 54 24 5 1
8 34 67 58 30 9 2
9 27 61 59 36 13 4
10 22 54 59 41 17 6 1
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 Elaborar uma tabela igual a anterior considerando uma substancia B que seja
80% solavel na fase movel.

e Fazer um grafico mostrando a distribuicdo de A e B. Colocar os tubos na
abscissa e as partes das substancias A e B, apds os 10 passos de extracao, na
ordenada.

 As duas substancias vao se separar ou ndo?

6.3. Trabalho Pratico

O trabalho prético consiste em identificar as solu¢des dos aminoacidos glicina
1%, fenilalanina 1% e sua mistura, rotulados ao acaso como sendo substancias A,
B e C, utilizando-se uma cromatografia em papel.

6.3.1. Procedimento

o Utilizar uma folha de papel Whatman nimero 1 com aproximadamente 16
centimetros de lado e fazer um traco a lapis a 2 centimetros de uma das
bordas do papel. Tocar no papel o minimo possivel durante a operacao.

» Marcar sobre o trago pontos de 4 em 4 centimetros e numera-los a lapis
segundo o rétulo das substancias A, B, C.

 Aplicar as amostras nos pontos numerados com auxilio de uma pipeta, de
maneira que a mancha formada sobre o papel seja a menor possivel
(aproximadamente 0,5 cm de diametro).

» Secar completamente as manchas com auxilio de um jato de ar quente (ou
colocar em estufa).

* Enrolar o papel de modo a transforma-lo em um cilindro e prender a parte
superior do papel (oposta as manchas) com um grampeador.

» Mergulhar o cilindro de papel em uma cuba contendo o solvente de particdo de
modo que ele fique perfeitamente na vertical, sem tocar nas paredes da cuba.

* Deixar o solvente migrar aproximadamente 10 centimetros. Retirar o papel e
marcar imediatamente a linha de frente do solvente.

 Secar o papel em estufa.

* Borrifar solugdo de ninidrina 0,1% (preparada em etanol 95%) e colocar em
estufa por alguns minutos para ocorrer a revelacao.

« Delimitar com lapis as manchas que aparecerem no papel e calcular a razdo de
fluxo (Rf).
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distancia migrada pelo soluto
Razéo de fluxo =

distancia migrada pelo solvente

» Comparar os valores de Rf encontrados com os valores apresentados na
tabela abaixo.
» Os aminoacidos aplicados no mesmo local do papel véo separar?

A separacdo dos aminoacidos glicina e fenilalanina vai ocorrer
predominantemente em funcdo da solubilidade dos aminoacidos na &gua (fase
estacionaria) ou no etanol/agua (fase mével) de acordo com o coeficiente de particéo.

A fenilalanina sera mais solvel no etanol (fase movel) do que na agua (fase
estacionaria), porque apresenta um radical hidrofébico muito grande (a presenca
de radical hidrofobico aumenta a solubilidade em solventes orgénicos e diminui a
solubilidade em agua). Ao contréario, a glicina (que ndo possui radical hidrofobico)
serd mais solivel em agua (fase estacionaria).

Conclui-se, portanto, que a mancha mais distante da origem € de fenilalanina e
a mancha mais proxima € de glicina.

Como a solubilidade ¢ uma constante de cada substancia, a mistura devera
conter duas manchas (uma de glicina e outra de fenilalanina), com migracao igual a
dos aminoacidos sozinhos.

6.4. Solvente de Particdo para Cromatografia de Aminoacidos

e Etanol - 4gua - amdnia (d = 0,88) 8:1:1
* N - butanol - 4cido acético - 4gua 4:1:1
 Fenol - 4gua 4:1 (adicionar 0.25 mL de amdnia para cada 50 mL de solu¢éo).

Fazer imediatamente antes de usar.

TABELA - Valores de Rf de alguns amino&cidos (solvente de parti¢do: butanol - cido acético -
agua4:1:1)

Aminoacidos Rf Aminoéacidos Rf Aminoacidos Rf
CIS 0,08 SER 0,27 TRP 0,50
LIS 0,14 GLU 0,30 MET 0,55
HIS 0,20 TRE 0,35 VAL 0,60
ARG 0,20 ALA 0,38 FEN 0,68
ASP 0,24 PRO 0,43 ILE 0,72

GLI 0,26 TIR 0,45 LEU 0,73
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7. EXTRACAO DO DNA DA CEBOLA (Alliun cepa)

7.1. Introducéo

Os &cidos nucleicos podem ser divididos em &cido desoxirribonucléico (DNA)
e acido ribonucléico (RNA). O DNA atua como fonte de informacédo para sintese
de proteinas dos organismos e fornece a informacdo hereditaria para as células-
filhas. As moléculas de RNA podem ser divididas em trés classes principais: RNA
mensageiro, RNA de transferéncia e RNA ribossomico. Cada um difere do outro
em relacdo a tamanho, funcéo e estabilidade.

Para a analise do DNA de células eucaridticas, a primeira etapa importante é o
seu isolamento.O procedimento a seguir é utilizado para extrair grandes quantidades
de DNA a partir de cebola. Protocolos similares sdo usados nas extragdes de DNA
de outras fontes, como amostras de sangue, tecidos, etc.

A extracdo de DNA de celulas eucariontes consta fundamentalmente de trés
etapas:

* Ruptura (fisica e quimica) das membranas celulares para a liberagdo do material
genético;

e Desmembramento dos cromossomos em seus componentes basicos: DNA e
proteinas;

» Separacdo do DNA dos demais componentes celulares.

Objetivos

» Conhecer os principios basicos da extracdo do material genético da cebola, a
partir dos tecidos do bulbo;

 Estudar a estrutura e composicao celular;

* Identificacdo do material genético na célula.

Procedimentos

* Pique a cebola em pedacos pequenos;
 Cologue no béquer pequeno de plastico (50 mL), 4 colheres de cha de pedacos
de cebola;
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Adicione 2 colheres de sopa de solugdo de lise;

» Macere intensamente com o auxilio do bastdo de madeira;

e Complete com a solucéo de lise até 25 mL no béquer, misturando a solucao;

» Coe a solucdo com o auxilio do funil e do papel de filtro; coloque o filtrado
em um tubo Falcon ou tubo de ensaio com tampa (dica: suspenda o papel de
filtro para facilitar o escoamento de solugdo);

 Depois de filtrar a solucéo, tampe o tubo e o coloque no banho-maria por 15
minutos;

» Em seguida, coloque o tubo no béquer com gelo e agua, durante 5 minutos;

 Decorrido este tempo, adicione um volume igual de isopropanol (gelado) ao

do tubo e misture vagarosamente (por inversao). Neste momento sera verificada

a formacao de um precipitado.

8. ELETROFORESE
8.1. Introducéo

Eletroforese pode ser definida como o movimento de uma molécula carregada
(ion) em um campo elétrico. Trés componentes basicos sdo necessarios para se realizar
uma eletroforese: um campo elétrico que é obtido por meio de uma fonte de corrente
continua, um suporte onde a molécula pode migrar e a prépria molécula carregada.

De acordo com o meio, onde a molécula se move, a eletroforese pode ser
classificada em: eletroforese livre - quando a migracdo da molécula carregada
realiza-se em um meio liquido, como por exemplo, através de uma solu¢do tampéao.
Este tipo de eletroforese ndo é mais utilizado; eletroforese de zona ou banda - a
molécula carregada migra em um suporte solido que pode ser de varios tipos:
papel, acetato de celulose, gel de amido, gel de poliacrilamida etc. Na eletroforese
de zona, as moléculas carregadas sdo separadas em discretas zonas e, por isso, da-
se 0 nome de eletroforese de zona ou de banda.

8.2. lonizacdo das Moléculas

A carga de uma molécula é o resultado da ionizacao de seus grupos dissociaveis.
Essa ionizacdo depende do pH do meio e do pK do grupo dissocidvel. O grau de
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dissociacdo €, portanto, a porcentagem de todas espécies carregadas em um
determinado pH. O grau de dissociacdo pode ser estimado pela equacéo de
Henderson-Hasselbalch.

[base conjugada]

pH=pKa+log
[acido conjugado]

A migracdo diferencial das moléculas, ou seja, a sua separacdo em um
campo elétrico, resulta das diferentes quantidades de ions carregados em um
determinado pH.

8.3. Movimento de um fon em um Campo Elétrico

Quando uma molécula com carga liquida “Q”, for colocada em um campo
elétrico S, sofre o efeito de uma forca de campo “F” que depende do campo
elétrico e da carga da molécula.

F=S.Q

O campo elétrico “S” é a relacdo entre a voltagem (V) e a distancia entre 0s
eletrodos (d).
v
d

F= Q

A velocidade de migracdo de uma molécula carregada pode ser alterada,
portanto, mudando a distancia entre os eletrodos, bem como alterando a voltagem
do sistema.

Na auséncia de uma forca de resisténcia, a molécula acelera até encontrar o
eletrodo. Entretanto, isso ndo ocorre devido a resisténcia resultante da friccdo com
o suporte. A forca de friccdo “F” é uma funcdo do tamanho e da forma da molécula,
viscosidade da solucdo e velocidade de migragdo, como mostra a equacao de
STOKES.

F=6.TT.R.N.v
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F - Forca de friccéo

R - Raio da molécula

N - Viscosidade do meio
Vv - velocidade de migracéo

Quando a forca de resisténcia excede a forca de propulsdo da molécula, ndo
ocorre a migracdo. Quando a forca de propulsdo excede a forca de resisténcia,
ocorre a migracdo da molécula carregada. Os fatores que afetam a velocidade de
migracdo de uma molécula carregada podem ser obtidos quando a forca de propulsédo
e a forga de resisténcia sdo iguais:

Forca de propulséo F= . Q

Forcade resisténcia — F=6.TT.R.N.v

Igualando as forgas

N Q = 6.TT.R.N.v
d
Isolando a velocidade
V.Q
V =
6.TT.R.N .d

A velocidade de migracdo ou mobilidade de uma molécula carregada em um
campo elétrico ¢é diretamente proporcional a carga da molécula e ao proprio campo
elétrico e inversamente proporcional ao tamanho da molécula e a viscosidade da
solucédo. Quando o suporte utilizado for um gel de poliacrilamida, o efeito do tamanho
dos poros devem ser considerados, ou seja, a migracao € inversamente proporcional
ao logaritmo do tamanho dos poros.

Como cada molécula carregada (proteina, por exemplo) deve possuir carga e
tamanhos especificos, elas migram para uma Unica posi¢ao no gel de poliacrilamida,
em um determinado de tempo de corrida. Em uma mistura de ions (proteinas, por
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exemplo), cada uma deve posicionar em um lugar anico no gel de poliacrilamida
formando as bandas ou zonas quando reveladas.

Na eletrofrorese de zona, onde a molécula carregada pode migrar em uma
grande variedade de suportes, varios outros fatores além daqueles comentados
acima, podem influenciar a migracédo. Alguns fatores sdo mais proeminentes em um
tipo de suporte enquanto outros fatores sdo mais proeminentes em outros tipos de
suportes. Dentre esses fatores, pode-se exemplificar a evaporacao (resultando em
movimento capilar) e a forga ionica.

8.4. Trabalho Pratico

Realizar uma eletroforese de uma solucéo de clara de ovo 10%, utilizando
como suporte um cilindro de gel de poliacrilamida.

8.4.1. Reagentes

e A- Tampédo TRIS 1,5 M pH 8,9 + TEMED 0,05%
* B - Acrilamida 60% - bis-acrilamida 1,6%
* C - Perssulfato de amonio 7,2mM (0,165 g/100 mL)

8.4.2. Polimerizacédo do Gel

e Em um béquer de 50 mL adicionar:

0,50 mL do reagente A
0,25 mL do reagente B
0,85 mL do reagente C
0,40 mL de agua

e Misturar os reagentes, colocar em vacuo para desaerar a solucdo (evitar a
formacao de bolhas de ar no gel).

» Colocar em um cilindro de vidro (aproximadamente 0,5 cm de didmetro e 7,0
cm de comprimento), deixando um espaco de 1 cm para a aplicacdo da amostra.

 Adicionar 0,1 ml de agua sobre a solucdo do gel para eliminar o menisco
formado na parte superior da solucéo.

* Colocar no escuro para promover a polimerizagdo com perssulfato de amonio.
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8.5. Estruturas

i
CH,=CH C—NH,

Acrilamida

0 i
CH,=CH C—NH—CH;—HN—CHC=CH,

Bis-acrilamida

CHg CH3

CH3—N—CH,—CH;—N—CHj

TEMED

(NH4)2S,04

Perssulfato de amonio
8.6. Polimerizacéo

A polimerizacdo do gel de poliacrilamida é catalisada pela presenca de radicais
livres em solucdo. A formacédo de radicais (R-) pode ser obtida de uma solucdo
aquosa de perssulfato de aménio recém preparada.

CONH CONH
Re + CH,=CH —> R—-CH,—CH
°

U

|CONH2 c|:ONH2 lCONH2 ?ONHz
R—CH,—CH + CH,=CH —— R—CH,—CH—CH,—CH oo e
[ ] [ ]
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O polimero de acrilamida € uma solucdo densa e ndo um gel. Para formar o
gel, é necessario adicionar a bis-acrilamida junto com a mistura para formar o gel
(estrutura abaixo) apds a polimerizacéo.

ICONH2 ﬂ ICONHz ﬂ
R—CH,—CH + CH2=(l3H + CH=CH 4 CH2=(l3H
[ ]

(|::O c=0
I
™ 0
GHe CHy  —
I \H
CONH, (|3=O CONH, C=0

C|30NH2 C|ZONH2 .
R—CHZ—CH—CHz—(EH—CHZ—CH—CHz—ﬁ:H
c=0 c=0
NH NH
C|3H2 PORO (|;|-|2 o o o
) )

CI:ONHZ (E:O CONEH C=0
R—CH,—CH—CH,—CH— CH,—CH—CH,—CH
°
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Apbs a polimerizacdo, o gel de poliacrilamida apresenta uma estrutura em
forma de rede, que vai interferir na migracdo das moléculas. Quanto maior for o
poro do gel, menor sera o atrito das moléculas com o gel e maior sera a migracao.
Caso contrario, a migracdo sera menor.

O tamanho do poro do gel pode ser alterado, variando a concentracdo de
acrilamida / bis-acrilamida.

A concentracdo do gel é expressa em funcdo da concentracdo de acrilamida
ou expressa em funcdo da soma das concentracfes de acrilamida e bis-acrilamida.
No exemplo do trabalho pratico adicionou 0,25 mL de solucdo de acrilamida 60%
em um volume final de 2 mL. A concentracédo de acrilamida na solucéo (concentracéo
do gel) é de 7,5%.

8.7. Preparacdo da Amostra

A amostra deve conter aproximadamente 100 microgramas de proteinas para
uma boa resolucdo do método.
Adicionar em um tubo de ensaio:

* 0,1 mL de clara de ovo 10%

* 0,2 mL de glicerol (tornar a solugéo mais densa)

* 0,5 mL do tampéo de corrida

* 0,1 mL de azul de bromofenol 0,05% (marcador de frente)

» Aplicar 0,1 mL da mistura acima SOBRE o gel de poliacrilamida, SOB o
tampao de corrida, apos a montagem do sistema (ver abaixo).

8.8. Preparacao do Tampéo de Corrida

Adicionar em um béquer de 1 litro 12,0 g de tris (0,1 M), 57,5 g de glicina (0,8
M), dissolver, acertar o pH para 8,3 e completar com dgua para 1000 mL de solucéo.
Diluir o tamp&o de corrida 4 vezes para realizar a eletroforese.

8.9. Montagem do Sistema

Para realizar uma eletroforese é necessario uma fonte de corrente continua e
uma cuba (normalmente de acrilico), onde é colocado o cilindro de gel de
poliacrilamida. A cuba é composta de uma parte superior que apresenta orificios
para colocar o cilindro de gel (banho superior) e uma parte inferior (banho inferior).
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O tampdo de corrida é colocado no banho superior sobre o gel de poliacrilamida e
no banho inferior até que a extremidade do gel fique submersa.

Os banhos sdo conectados com os pélos positivo e negativo da fonte e o gel
de poliacrilamida funcionara, portanto, como uma resisténcia elétrica.

8.10. Inicio da Eletroforese

A eletroforese inicia-se quando se conecta a fonte com a cuba e liga-se o
sistema a rede elétrica. A amperagem necessaria para promover a migracdo das
moléculas carregadas sem haver aquecimento do gel de poliacrilamida € de 2,5
miliamperes por cilindro. Mesmo assim, todo sistema deve ser colocado em camara
fria para evitar a desnaturacdo das proteinas da amostra.

Obs: em aula pratica sera utilizado 7,5 miliamperes por cilindro para diminuir o
tempo de migracdo da amostra.

8.11. Término da Eletroforese

A eletroforese termina quando o marcador de frente (azul de bromofenol) alcangar
o final do gel. O sistema é desmontado e o gel de poliacrilamida € retirado de dentro
do cilindro de vidro, injetando agua entre o gel e o cilindro de vidro. A &gua dissolve
a pelicula do fotofloo grudada no cilindro, liberando o gel de poliacrilamida.

Nota: antes de realizar a polimerizacao, o cilindro de vidro € mergulhado em uma
solucdo de fotofloo 10% e seco em estufa, para a formacao de uma pelicula no
interior do cilindro de vidro.

Ao gel de poliacrilamida da-se o tratamento necessario ao objetivo da
eletroforese. Na aula préatica, o gel sera corado para proteinas com solucdo de
amido black 0,1% (0,1 g de amido black, 8 mL de etanol, 7 mL de &cido acético e
completar o volume para 100 mL com agua destilada). Deixar o gel corando por
uma hora e colocar em solugdo de descoloracdo (250 mL de etanol, 80 mL de &cido
acético e completar com agua para 1000 mL) por 24 horas.
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9. SOLUCOES-TAMPOES
9.1. Introducéo

Equacéo de Henderson Hasselbalch: Henderson e Hasselbalch aplicaram a
Lei de acdo das massas a ionizacdo dos eletrélitos fracos, e obtiveram uma expressao
muito Util, para calculos de solu¢Ges-tampdes, que se conhece como equacao de
Henderson-Hasselbalch.

Considerando a ionizacdo de um eletrdlito fraco qualquer HA,

rearranjando tem-se:

_HT L AT T = Ka.[HA]
A [A]

Ka

tomando os logaritmos:

log[H'] = log Ka + log LAl
[A]
multiplicando por -1
—log[H'] = - log Ka - log _[HAl
[A]

considerando:

-log[Hl = pH e -logKa = pPKa
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substituindo e invertendo:
[A]
[HA]

pH = pKa + log

Essa forma da equacdo de Henderson-Hasselbalch pode ser escrita como
uma expressdo muito mais geral, substituindo o termo “A™ pelo termo “base
conjugada — BC” e o termo “HA” pelo termo “&cido conjugado —AC”.

pH = pKa + log [Base Conjugada]

[Acido Conjugado]
9.2. TampOes

Com o conhecimento da ionizacdo dos eletrélitos fracos pode-se discutir
solucdes-tampdes. Uma solucdo-tampéo (ou mistura tampéo ou sistema tampdo) é
aquela que resiste a variacdo do pH quando se adiciona acido ou alcali. Geralmente,
uma solucdo-tampéo consiste de uma mistura de &cido fraco de Bronsted e sua
base conjugada; por exemplo, misturas de acido acético e acetato de sddio ou de
hidréxido de amonio e cloreto de amonio sdo solucGes-tampdes.

« Acido de Bronsted: sdo substincias que doam prétons.
» Base de Bronsted: sdo substancias que recebem protons.
« Acido fraco: sdo acidos que apresentam ionizag&o parcial.
» Base fraca: sdo bases que apresentam ionizacgdo parcial.

Existem muitos exemplos de solucBes-tampdes em bioguimica. A capacidade
de impedir mudancas bruscas de pH é uma propriedade importante dos organismos
vivos. Os liquidos citoplasmaticos contém proteinas dissolvidas, substratos
organicos e sais inorganicos e resistem a mudancas excessivas do pH. O plasma
sanguineo € uma solucao-tampao muito efetiva, feita quase idealmente para conservar
o valor do pH do sangue em 7,2, com variacdo de 0,2 unidades de pH. Os valores
situados fora desses limites sdo incompativeis com a vida.

Pode-se ter uma aprecia¢do mais completa do poder tamponante das células
vivas, ao recordar que muitos metabolitos que constantemente estdo sendo
produzidos pelas células sdo acidos fracos de Bronsted. Além disso, todas as
enzimas que catalisam as rea¢c6es das quais participam esses eletrdlitos, apresentam
maxima acgéo catalitica dentro de limites definidos de pH.
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No laboratério, o bioquimico deseja examinar rea¢des “in vivo” sob condigcdes
em que a variacdo de pH seja minima. Ele obtém essas condigbes pelo uso de
tampdes eficientes, preferencialmente aqueles inertes as reacdes que se investigam.

Os tampdes podem incluir &cidos fracos, tais como o acido fosférico, acético,
glutarico, tartérico, etc ou bases fracas, tais como a amonia, piridina, tris (tri
hidroximetil amino metano), etc.

9.2.1. Mecanismo de Tamponamento

O mecanismo em que uma solucdo-tampéao exerce controle sobre as mudancas
bruscas de pH sera considerado imaginando a adicdo de acido e base em uma
solugdo-tampao:

1. Quando se adiciona base a um tampao acetato [mistura de &cido acético
(&cido conjugado) e acetato de sédio (base conjugada)] ocorre a seguinte reacao:

OH + CH3COOH —_—> CH3COO- + Hzo

Ao acrescentar base, hd uma dissociacdo adicional do acido acético para
fornecer mais proétons (para reagir com a base adicionada) e dessa forma manter
0 pH sem variar.

2. Quando se adiciona acido a um tampao acetato, ocorre a seguinte reacao:
H" + CH;COO" — > CH3COOH

Os protons adicionados combinam-se instantaneamente com o anion acetato
presente na solucdo-tampdo (como acetato de sédio) para formar o acido fraco
ndo dissociado (acido acético). Com a retirada de prétons da solucdo, o pH se
mantém sem variar, ou seja, a mudanca de pH é muito menor do que ocorreria se a
base conjugada estivesse ausente.

9.2.2. Eficiéncia de Tamponamento

Na discussdo dos aspectos quantitativos da acdo tamponante, dois fatores
determinam a eficiéncia ou capacidade tamponante da solucdo- tampéo.

1. A capacidade tamponante € diretamente proporcional a concentracdo dos
componentes do sistema. A concentracdo de um tampao refere-se a soma das
concentracfes do acido fraco e sua base conjugada. Dessa forma, um tampéo de
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acetato 0,1 M, pode conter 0,05 mols de &cido acético e 0,05 mols de acetato de
sodio em um litro de solugdo. Também pode conter 0,065 mols de &cido acético e
0,035 mols de acetato de sédio em um litro de solucéo.

2. O segundo fator que influi na eficiéncia de uma solucdo-tampao € a relacéo
entre a concentracdo da base conjugada e do &cido conjugado. Pode se observar
que, quantitativamente, a solucao-tampao mais eficiente sera aquela que tiver a mesma
concentracdo de acido e de base conjugada.

Observando a curva de titulacdo da glicina (trabalho préatico 5), pode-se observar
que a mudanca minima no pH, resultante da adicdo de uma unidade de base (ou
acido) ocorre proximo do pKa da glicina. Nesse pH, a relacdo entre a concentracao
da base conjugada e do &cido conjugado € 1 (um). Por outro lado, em valores de
pH distantes do pKa (e portanto, com rela¢Ges entre base conjugada e acido bem
diferentes da unidade), a mudanca no pH por unidade de acido ou alcali adicionado
€ muito maior.

Conhecendo-se os dois fatores que influenciam a capacidade tamponante,
pode-se decidir qual é o tampdo mais eficiente para qualquer valor de pH
desejado.

» Por exemplo: pH = 5,0 - deve-se selecionar um acido fraco que tenha pKa
igual a 5,0. Se isso ndo for possivel, um acido fraco que tenha pKa mais
préximo de 5,0 sera o mais adequado. Além disso, deve-se utilizar a
concentracdo mais alta possivel, que seja compativel com as caracteristicas
do sistema, ja que as altas concentracfes de sais frequentemente inibem a
atividade de enzimas e outros sistemas fisiologicos. A solubilidade dos
componentes do sistema-tampéo, também pode ser um fator limitante da
concentracdo do tampao.

9.2.3. Escolha de uma Substancia

O tamponamento sempre ocorre em torno do pKa. Por esse motivo, a escolha
da substancia para fazer o tampéao é feita utilizando essa constante.

Para uma solucdo ser considerada tampao, a relacéo [BC]/[AC] tem que estar
no intervalo de 1/10 a 10/1. Em termos de pH, isso significa que uma substancia
apresenta capacidade de tamponar no intervalo correspondente a uma unidade de
pH abaixo do pKa até uma unidade de pH acima do pKa.
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Exemplo: Escolher uma substéncia para preparar um tampao pH = 8,0. Utilizar
a equacdo de Henderson-Hasselbalch para encontrar o intervalo de valores de pKa
de substancias que podem ser utilizados para preparar o tampao.

[BC] 1
pH = pKa + log —  » 80=pKa + log —
[AC] 10
pKa=80 + 1,0 —> pKa=9,0
BC 1
pH = pKa + log [BC] —>» 8,0 = pKa +Iogi
[AC] 1

pKa=80 - 1,0 —> pKa=7,0

Para preparar o tampéo pH = 8,0, pode-se utilizar substancias que apresentam
valores de pKa no intervalo de 7,0 a 9,0. Entretanto, deve-se sempre preparar um
tampéo que seja mais eficiente (maior capacidade de tamponamento).

A eficiéncia de um tampéo, como descrito acima, € avaliada por dois fatores
principais: a concentracao e a relacéo [BCJ/[AC].

1. Concentracdo: Quanto mais concentrado for o tampdo maior sera a
capacidade de resistir a variacdo do pH. Entretanto, esse fator é limitante em funcéo
da solubilidade das substancias e da inativacdo de proteinas com atividade bioldgica
(enzimas) por um excesso de sais.

2. Relacdo [BC)/[AC]: a relacdo [BC]/[AC] deve ser sempre 0 mais proximo
possivel da unidade, ou seja, escolher sempre que possivel, uma substancia que
tenha um valor de pKa igual ao pH desejado.

Na Tabela a seguir, relaciona-se o valor do pKa de algumas substancias
comumente utilizadas para preparar tampdes em bioguimica.
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Tabela de pKa

Substancia pK1 pK: pK3 pK4
Acido acético 4,7
Cloreto de aménio 9,3
Acido carbénico 6,4 10,3
Acido citrico 3,1 4.7 5,4
Dietanolamina 8,9
Etanolamina 9,5
Acido fumaérico 3,0 4.5
Glicina 2,3 9,6
Glicilglicina 3,1 8,1
Histidina 1,8 6,0 9,2
Acido maleico 2,0 6,3
Acido fosférico 2,1 7,2 12,3
Acido pirofosforico 0,9 2,0 6,7 9,4
Trietanolamina 7,8
Tris (tri hidroximetil amino 8,0
metano)
Dietil barbiturato de sddio) 8,0
Acido etileno diamino tetracético 2,0 2,7 6,2 10,3

Exemplo 1: preparar um litro de tampéo de acetato 0,1 M pH = 5,30.

O primeiro passo € determinar a relacdo entre a concentracéo de base conjugada
(ion acetato) e do acido conjugado (&cido acético) nessa solucdo-tampédo. Ela €
calculada pela equacao de Henderson-Hasselbalch:

pH = pKa + log B
[AC]
53 — 47 |0g [BC]
[AC]
log [BC] — 53_ 47
[AC]
log [BC] — 0,60
[AC]
[BC] = antilog 060
[AC]
[BC] 4,0
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Nessa solucdo, havera 4 partes de base conjugada para cada parte de acido
conjugado ou seja, 80% dos componentes da solucdo-tampdo sera de base
conjugada.

Como um litro de tampé&o acetato 0,1 M contera 0,1 mol de acetato e &cido
acético combinados, havera 0,80 x 0,1 ou 0,080 mols do ion acetato presente. Essa
quantidade de ion de acetato encontra-se em 6,56 g de acetato de sodio.

Para o componente acido conjugado havera 0,20 x 0,1 ou 0,020 mols de acido
acético, ou seja, 1,20 g de acido acético. Quando se mistura essa quantidade de
acido acético com o acetato de sodio e completa-se o volume para 1 litro, obtém-
se uma solucédo-tampédo com a concentracdo e o pH desejado.

E uma préatica comum preparar-se uma mistura tampao partindo-se de um dos
componentes do tampdo desejado, obtendo-se outro componente pela adicdo de
acido ou base forte.

Exemplo 2: 0 mesmo tampéo acima pode ser preparado somente a partir do
acido acético. A base conjugada € obtida reagindo o acido com NaOH.

CH3COOH + NaOH CH3COONa + H0

Calcular a quantidade de acido acético para preparar 1000 mL da solucédo 0,1
M. Essa quantidade € 6,0 g ou 5,71 mL.

A relacdo [BC]/[AC] calculada no exemplo 1 acima é 4/1, portanto, 80% ou
0,08 M do &cido acético devera ser convertido em acetato de sédio mediante adigédo
de NaOH. Considerando uma solucdo de NaOH igual a 1M, serdo gastos 80 mL
dessa solucdo (N.V = N’.VV’). O tampdao estara pronto apos conferir o pH em um
phmetro.

Exemplo 3: preparar 500 mL de tampé&o Tris 0,5 M pH 7,4. A amina primaria
trihidroximetilaminometano, ou “Tris”, tem sido largamente usada como tampao
em bioquimica. Essa amina reage com acido para formar o sal da amina
correspondente, que apresenta um pKa para a dissociacdo do sal &cido formado
igual a 8,0.

+
(CHon)3CNH2 + H+ (CHon)3CNH3

amina livre sal acido
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A relacdo entre a concentracdo da base conjugada e do &cido conjugado nesse
tampéo sera calculada pela equacdo de Henderson-Hasselbalch como no exemplo 1.

[amina livre]
74 = 80 4+ log

[sal acido]

[amina livre]
-060 = log

[sal acido]

[sal acido]
0,60 = log

[amina livre]

[sal acido]

antilog 0,60 = —
[amina livre]

40 [sal acido]

1 " [amina livre]

A partir desse calculo, conclui-se que a composicdo desse tampao “Tris”
sera: 4/5 ou 80% da concentracdo do tampdo de sal acido e 1/5 ou 20% da
concentracdo do tampdo de amina livre. Como 500 mL de tampdo 0,5 M contém
0,25 mols de “Tris” (sal acido + amina livre), o tampéo contera 0,8 x 0,25 ou 0,2
moles de sal acido e 0,2 x 0,25 ou 0,05 mols de amina livre.

Para preparar o tampao, pesa-se 0,25 mols (30,2 g) da amina sélida (PM = 121
g), adiciona-se 0,20 mols de HCI (200 mL de HCI 1 N) e completa-se o volume para
500 mL.

9.3. Trabalho Pratico

Preparar 70 mL de tampé&o acetato 0,25 M pH = 4,7.

» Utilizar o 4cido acético (acido conjugado) (pka = 4,7).
O outro componente do tampéo (base conjugada) sera obtida pela adicdo de
NaOH 2N, de acordo com a reagéo:

CH3COOH + NaOH CH3COONa + H0
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O procedimento para preparar o tampao consistira dos seguintes passos:

1. Calcular a massa do acido acético necessaria para preparar 70 mL de solucdo
0,25 M.

2. Calcular arelacédo [BC]/[AC] utilizando a equacao de Henderson-Hasselbalch.

3. De acordo com a relacédo calculada, determinar a fragdo da concentracdo do
acido que devera ser convertida em base conjugada com a adi¢cdo do NaOH.

4. Calcular o volume de NaOH 2N necessaria para neutralizar a fracdo da
concentracdo calculada acima (N.V=N’.V’).

5. Misturar as solucdes em béquer, conferir o pH em um pHmetro e completar o
volume com agua destilada.

Os tampdes preparados serdo guardados em geladeira para serem utilizados
posteriormente.

10. COLORIMETRIA
10.1. Introducao

Colorimetria € um método instrumental utilizado para a determinacdo quantitativa
de substancias, por meio da absorc¢édo ou transmisséo de luz por solugdes coloridas.

Principio da colorimetria: Uma solu¢do quando iluminada por luz branca,
apresenta uma cor que é resultante da absorcéo relativa de varios comprimentos de
onda que compdem essa luz.

A absorcéo, em cada comprimento de onda por uma solucéo colorida depende:
a) da natureza da substancia, b) da sua concentracéo e c¢) do caminho 6ético (espessura
da solucdo que € atravessada pela luz).

A dependéncia da absorc¢édo de luz, em funcéo da variagcdo de concentracdo da
substancia colorida, constitui a base para os métodos de dosagem colorimétricos.
Esta dependéncia é expressa quantitativamente pela equacdo de Lambert-Beer:

log——-kcL

lo

lo = intensidade da luz incidente
| = intensidade da luz emergente
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C = concentracéo
L = caminho 6tico
K = constante de proporcionalidade

A relacdo entre a luz emergente (1) e a luz incidente (lo) é denominada de
transmitancia (T).

O logaritmo negativo da transmitancia (T) é denominado de absorbancia (A)
ou densidade dtica (D).

=-(logT) @

Substituindo a equacédo 3 na equacdo 1 tem-se:
A=KCL (4)

Considerando o caminho o6tico igual a 1centimetro (caminho 6tico da maioria
das cubetas), a equacdo de Lambert-Beer fica:

A=KcC

10.2. Espectrofotometro

O espectrofotdmetro é o equipamento que € utilizado para medir a absorbancia
e a transmitancia de uma solucdo, em varios comprimentos de onda, permitindo a
obtencdo de um espectro que caracteriza a substancia.
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10.2.1. Esquema Geral de um Espectrofotémetro

LUZ VISIVEL Fonte de luz branca

|

LENTE COLIMADORA Deixa os raios luminosos paralelos

|

MONOCROMADOR Seleciona o comprimento de onda

|

CUBETA Local onde é colocado a solug&o para medir a absorbancia

|

DETECTOR converte o sinal luminoso que atravessou a cubeta em sinal elétrico

|

GALVANOMETRO cConverte o sinal elétrico em absorbancia e transmitancia

10.2.2. Determinacéo da Absorbancia

Pela propria definicdo de absorbancia, sua determinacdo implica no
conhecimento da intensidade da luz incidente e emergente. A medida absoluta da
luz incidente apresenta dificuldades de ordem técnica. Para contornar essas
dificuldades, considera-se a luz incidente igual em intensidade a luz emergente
de uma cubeta contendo apenas o solvente. Utilizando este artificio, além de
contornarem-se as dificuldades da medida da luz incidente, ficam também eliminadas
as absorcdes de luz introduzidas pelas paredes da cubeta, bem como pelo solvente
e suas impurezas.

A leitura da absorbéancia de uma solucéo colorida é feita como segue:

» Acerta-se a corrente de escuro (detector no escuro) de acordo com cada
instrumento. (transmitancia igual a O (zero) e absorbancia igual a infinito (sem
luz).
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* Escolher o comprimento de onda a ser utilizado, caracteristico para cada cor da
solucdo (seguir as instrugGes da metodologia ou fazer o espectro de absorgao).

 Colocar no espectrofotometro a cubeta contendo o solvente (que de agora em
diante chamaremos de BRANCO); abrir a passagem de luz e ajustar o galvanémetro
para que a leitura seja absorbancia O (zero) ou transmitancia 100 %.

* Retirar 0 branco e substituir pela cubeta contendo a solucéo colorida e fazer a
leitura da absorbéancia e/ou da transmitancia.

10.3. Validade da Lei de Lambert-Beer

Verifica-se na pratica, que a Lei de Lambert-Beer ndo € rigorosamente aplicavel
em todos os casos. Interferem fatores dependentes da propria substancia, bem
como do equipamento de medida. Em vista desses fatores de interferéncia, torna-
se conveniente que, para a determinagdo da concentracdo, obtenha-se
experimentalmente uma curva de absorbancia em funcdo de varias concentracoes
de uma solucéo padréo, no lugar da determinacéo da constante de proporcionalidade
da Lei de Lambert-Beer.

10.4. Escolha do Comprimento de Onda

Para uma melhor determinacdo colorimétrica da concentracdo de uma
substéncia, deve-se na maioria dos casos, procurar um comprimento de onda
gue proporcione uma maior variacao de absorbancia para uma determinada
concentracdo. Quando tem-se uma substancia incolor, é possivel realizar a sua
dosagem colorimétrica, pela transformacdo estequiométrica dessa substancia em
outra substancia colorida ou ainda, faz-se reagir com uma substancia colorida que
serd consumida. A diminuicdo de absorbancia do reagente colorido é um indice da
concentracdo da substancia a ser dosada.

10.5. Preparacdo da Curva Padrao

A curva padréo é preparada como descrito a seguir:

 Escolher um método de dosagem.

» Prepara-se uma solugdo padrdo com concentracdo rigorosamente conhecida.

* Mede-se com pipetas de precisdo, diferentes volumes dessa solucéo,
completando-se com solvente para um volume final determinado.
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Calcule e anote a concentracdo de cada uma das amostras.

Faca duplicatas dessas amostras e processe-as pelo método de dosagem.
Um volume igual de solvente é processado pelo mesmo método, para servir
de branco nesta dosagem (eliminando da leitura o erro causado pela absorcéo
de luz pela cubeta, solvente, reagente e impurezas).

Orientado pela indicacdo do método empregado escolher o comprimento de onda.
Se as informacdes do método ndo permitirem a escolha, fazer o espectro de
absorcéao, tomando a precaucdo de, ao mudar o comprimento de onda, ajustar
a absorbancia do branco em zero ou a transmitancia em 100%.

10.5.1. Leitura no Espectrofotbmetro

Ligue o espectrofotdmetro e acerte o zero de transmitancia (corrente de escuro)
de acordo com as indicagdes especificas do fabricante.

Escolha o comprimento de onda.

Coloque o branco na cubeta e introduza-a no espectrofotometro e ajuste para
que indique absorbancia zero ou transmitancia 100%.

Retire o branco substituindo-o por outra cuba contendo sucessivamente 0s
varios padrbes de concentracao.

As absorbancias correspondentes a cada concentragdo permitirdo construir a
curva padrdo para este método.

Toda vez que os reagentes forem preparados deve ser verificada a validade da
curva padrdo, porgue os reagentes podem alterar com o tempo.

10.6. Trabalho Pratico

Construir uma curva padrao de glicose para ser utilizada posteriormente nos
calculos de atividade enzimatica.

10.6.1. Curva Padrédo de Glicose

Um dos procedimentos utilizados para a determinacdo de grupos redutores
livres (de carboidratos), consiste em determinar a capacidade da amostra que contém
0 carboidrato de reduzir o &cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) em meio alcalino. A
quantidade do acucar redutor presente na solucdo é diretamente proporcional a
quantidade de acido 3-5 dinitrosalicilico reduzido que é entdo medido
colorimetricamente.
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10.6.1.1. Procedimento

 Preparar uma solucao padréo de glicose com concentracéo igual a 0,5 mg/mL.

* Preparar a curva padrdo colocando em uma série de tubos quantidades
crescentes da solucdo padrédo de glicose.

* Preparar o tubo branco que contém todos os reagentes exceto a glicose.

* Adicionar 0,4 mL da solucéo alcalina de acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) em
cada tubo e agitar para misturar as solucdes.

* Colocar os tubos simultaneamente em agua em ebuli¢cdo durante exatamente 5
minutos.

* Retirar simultaneamente todos os tubos e esfriar sob jato de agua.

 Adicionar 1,0 ml de agua destilada e agitar.

» Fazer a leitura da absorbancia e da transmiténcia contra o branco utilizando o
comprimento de onda 550 nanémetros.

TABELA
Tubos Padrdode  Agua DNS Agua 550nm x B
Glicose T A
1 0,05 mL 0,35mL 0,40mL E 1,0mL
2 0,10 “ 0,30 “ “ B “
3 0,15 * 0,25 *“ “ U “
4 0,20 “ 0,20 “ “ L “
5 0,25 “ 0,15 * “ | “
6 0,30 “ 0,10 “ “ C “
7 0,35 “ 0,05 * “ A “
8 0,40 “ 0,00 “ “ @) “
B 0,00 “ 0,40 “ “ 5’ “ 100 0

 Construir a curva padrao em papel milimetrado colocando a concentracdo de
glicose em MICROMOL DE GLICOSE na abscissa e a ABSORBANCIA
na ordenada.

* Calcular a inclinacdo da curva padréo (K) para cada ponto, utilizando a equacéo
de Lambert-Beer (A=KC), onde A ¢ a absorbancia e C a concentracdo de
glicose em micromol.

e Calcular a inclinacdo média da curva padrdo (somatoria de cada inclinagcdo
dividido pelo nimero de pontos).
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 Escrever a equacdo de Lambert-Beer utilizando o valor da inclinacdo média da
curva padrdo (K = constante de proporcionalidade) calculado.

9.7. Reagente de DNS

Dissolver completamente 1g de &cido 3-5 dinitrosalicilico em 20 mL de NaOH
2N e 50 mL de agua.

Adicionar 30 g de tartarato de sodio e potassio e dissolver

Completar o volume para 100 mL com agua destilada. Filtrar em 1a de vidro se
necessario.

Guardar em frasco escuro, protegendo a solugdo da luz e do CO.,.

11. EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DA SACARASE DE
FERMENTO

Considerando que as enzimas sdo proteinas, mudancas de pH afetardo
profundamente o carater idnico de seus grupos ionizaveis alterando, portanto, a sua
conformacdo e seu o sitio catalitico. Além dos efeitos puramente iénicos, valores
de pH muito baixo ou muito alto pode causar desnatura¢do e consequlientemente
inativacdo de uma enzima. Por esse motivo, no estudo das enzimas, é necessario
determinar, no inicio da investigacdo, o pH 6timo de atividade enzimatica.

O pH 6timo é o pH em que a enzima apresenta a sua maior atividade catalitica. A sua
determinacdo € feita por meio da incubacdo da enzima com seu substrato em varios pHs.

11.1. Procedimento

O volume da reacédo tem que ser o mesmo da curva padrao de glicose, ou seja,
0,40 mL. Esse volume deveré ser distribuido entre a enzima, o substrato e o tampéo
(por exemplo: 0,2 mL de enzima, 0,1 mL de tampdo e 0,1 mL de sacarose 0,1M
preparada em agua (substrato da sacarase).

* Pipetar em cada tubo de ensaio 0,2 mL do sobrenadante de fermento
convenientemente diluido (diluicdo de aproximadamente 500 vezes).

 Adicionar separadamente em cada tubo de ensaio 0,1 mL de tamp&o com o0s
seguintes pH: 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0.
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» Adicionar em cada tubo de ensaio 0,1 mL de sacarose 0,1M preparada em

agua o mais rapido possivel.

* Agitar os tubos e colocar em banho-mariaa temperatura de 30 °C durante 20 minutos.
» Apos a incubacdo parar a reacdo adicionando 0,4 mL da solugédo de acido 3-5

dinitrosalicilico (DNS). Essa solucdo é alcalina e desnatura a sacarase.

Fazer um tubo controle (tempo zero) utilizando qualquer tampdo a fim de
determinar uma possivel contaminacdo dos reagentes. Para ndo haver reacdo
enzimatica, inverter a ordem das solugdes: colocar primeiro a enzima, 0 DNS
(para desnaturar a enzima) e depois o substrato e o tampéo.

 Agitar todos o0s tubos (branco, ensaio e controle) e coloca-los simultaneamente

em agua em ebulicdo durante 5 minutos para ocorrer a reacdo entre 0s agucares
redutores e o DNS.

Retirar simultaneamente todos os tubos da ebulicdo, esfriar e adicionar 1,0 mL
de agua e agitar.

Fazer a leitura da transmiténcia a 550 nanémetros (nm) calibrando o
espectrofotdmetro com o tubo branco.

Subtrair a leitura do tubo controle de todas as absorbancias.

Calcular a porcentagem de atividade para cada pH. Considerar a maior
absorbancia igual a 100%.

Fazer o grafico em papel milimetrado, colocando o pH na abcissa e a
porcentagem de atividade na ordenada.

TABELA

Tubos Enzima Tampéao Substrato Tempo DNS Agua 550 nm x B

mL Vol pH mL Min. mL mL  Trans Abs

WEowo~NouhwN R

0,2 0,1 3 0,1 20 04 1,0
“ “ 45 “ “ “
“ “ 55 “ “ “
“ “ 6.5 “ “ “

[13 [13 7 [13 [13 [13 [13

[ [ QQ [ [
0,4 mL de agua “ “ 100 0

OO —rrCwmwm

o
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12. DETERMINACAO DA ATIVIDADE (VELOCIDADE) DA
SACARASE DE FERMENTO

12.1. Introducéo

A sacarase € uma enzima que atua sobre o dissacarideo sacarose hidrolisando-
0 em 2 monossacarideos: glicose e frutose.

CH,OH
H o H
H
H
OH CH,OH
OH ’ HOH,C o) OH
0
H OH SACARASE 1 A H
> H + OH
o oH H CH,OH
HOH,C o) OH OH
OH H
H
H OH OH
H
CH,OH
oH ¥ 2 Glicose Frutose

Sacarose

A sacarase apresenta varios sinénimos. Ela pode ser denominada invertase,
em funcdo da inversdo da rotacdo Otica ocorrida durante a hidrélise da sacarose (a
sacarose € destrogera e a mistura equimolecular de glicose e frutose é levogera). A
sacarase pode ser denominada de beta - frutosidase ou ainda alfa - glicosidase;
esses dois Ultimos nomes descrevem melhor a atividade de hidrélise da sacarase
sobre a sacarose.

A atividade enzimatica ou velocidade de reacdo enzimatica é definida como
sendo a quantidade de produto formado (em micromol), durante um tempo de
1 (um) minuto de reacdo. Como esse tempo é muito pequeno para qualquer
manuseio dos tubos de ensaios no laboratorio, normalmente trabalha-se com
tempos maiores (arbitrarios) e, por meio de célculos, expressa-se a velocidade
de reagdo por minuto.

A determinagdo da velocidade de reacéo enzimatica “in vitro” é realizada fazendo
a incubacdo da enzima juntamente com seu substrato, apos a padronizacdo de
alguns pré-requisitos.
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12.2. Trabalho Pratico

Determinar a atividade enzimatica (velocidade) da sacarase em duas temperaturas
(temperatura ambiente da agua e banho-maria a 37 °C), utilizando como fonte de
enzima o sobrenadante de fermento.

12.2.1. Pré-Requisitos

1.Volume de Reacdo: o volume da reacédo deve ser igual ao volume da curva
padrédo (trabalho pratico 9) para permitir os calculos da velocidade.

2.Diluicédo da Enzima e Tempo de Reacéo: o tempo de reacdo € determinado
por tentativas (tempos arbitrarios) em funcdo da diluicdo da enzima, a fim de
se obter uma leitura compativel com a metodologia e com o instrumento de
dosagem utilizado (espectrofotdmetro).

3.pH da Reacao: a determinacédo da velocidade deve ser realizada em um meio
tamponado, no pH 6timo de atividade da enzima. Normalmente, o substrato €
dissolvido no sistema tampao.

4. Temperatura de Reagéao: a temperatura de reacdo padronizada internacionalmente
é de 30 °C. Entretanto, a velocidade pode ser determinada a qualquer temperatura,
desde que a enzima seja estavel (ndo ocorra a desnaturacao).

5.Interrupc¢do da Reac¢do: terminado o tempo, a reagdo é interrompida
provocando a desnaturacdo da enzima. A desnaturacao pode ser realizada por
calor, extremos de pH ou inibicdo. Na aula prética, a reacao sera interrompida
por pH adicionando o reagente de DNS que € uma solucédo alcalina (pH
aproximadamente 12).

6.Quantificacdo do Produto Formado: o produto da reagéo (glicose e frutose)
serd quantificado pela metodologia do DNS. Utilizar a curva padrédo preparada
no trabalho pratico 9.

Observacao: quando se trabalha com extratos brutos de organismos vivos,
que muitas vezes podem apresentar cor (exemplo: extrato da parte aérea de plantas),
0 ensaio enzimatico deve ser realizado em varios tempos (curva de tempo) e a
velocidade enzimatica calculada a partir da tangente da reta (inclinacdo da reta)
obtida do gréafico: absorbancia x tempo.
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12.2.2. Procedimento

Os tubos de ensaios, onde sera colocado a enzima (sobrenadante de fermento),
devem ser mantidos em banho de gelo até iniciar a reacdo a temperatura desejada.

* Pipetar em 8 (oito) tubos de ensaio, 0,2 mL da enzima (sobrenadante de
fermento) convenientemente diluida.

» Adicionar em cada tubo 0,2 mL de substrato (solu¢do de sacarose 0,1 M pH
4,7 preparada em tampéo acetato 0,25 M) o mais rapido possivel. Agitar 0s
tubos e colocar para incubar em banho-maria.

* Os tubos de 1 a 4 serdo incubados a temperatura ambiente da agua (medir a
temperatura com o termdémetro) e os tubos de 5 a 8 serdo incubados a
temperatura de 37 °C (conferir a temperatura da d&gua com o termémetro).

» Ap0s cada tempo interromper a reacdo adicionando 0,4 mL da solucédo alcalina
de &cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS).

* Apds interromper a reagdo em todos os tubos coloca-los simultaneamente em
agua em ebulicdo durante exatamente 5 (cinco) minutos, para promover a reacao
entre a glicose e a frutose (agucares redutores) formada durante o ensaio
enzimatico e o reagente de DNS.

CH,OH
H o H
i COOH
COOH ‘ on H
OH COOH H— C OH
OH H  OH
HO—C H
+ ouU —>
H— C OH
O,N NGO,
HOHC O " C—OH
Acido 3,5 dinitrosalicilico H % CH
) CHOH Acido 3 amino 5 nitros salicilico CHZOH
(laranja) OH H

(castanho escuro) Acidos gliconicos
AcUcares redutores

* Retirar simultaneamente todos os tubos da ebulicéo, esfriar e adicionar 1,0 mL
de &gua destilada.

 Agitar e fazer a leitura da transmiténcia a 550 namometros (nm), calibrando o
espectrofotdmetro com o tubo branco.
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TABELA
Tubos Enzima Subst. Tempo Temp. DNS Agua 550 nm x B
mL mL Min. °C mL mL T A
1 0,2 0,2 5 20 0,4 E 1,0
2 “ “ 10 “ “ B “
3 “ “ 15 “ “ U “
4 “ “ 20 “ “ L “
5 0,2 0,2 5 40 0,4 I 1,0
6 “ “ 10 “ “ C “
7 “ “ 15 “ “ A “
8 “ “ 20 “ “ O “
B 0,4 mL de agua “ 5 “ 100 0

12.2.3. Calculos

A partir dos dados da tabela, calcular a inclinacdo média da reta da seguinte

forma;

Fazer o grafico em papel milimetrado para cada temperatura, colocando o
tempo em minutos na abcissa e a absorbancia na ordenada.

Calcular a inclinagdo (a) para cada tempo usando a equacao da reta em que: Y
é a absorbancia, X € o tempo e b é o intercepto da reta com a ordenada
(determinar b pelo gréfico).

Y=aX+b

Calcular a inclinacdo média da reta por meio da somatoria da inclinacdo de
cada tempo dividida pelo nimero de tempo. O valor da inclinagdo média
equivale a absorbancia obtida em um minuto de reacdo (absorbéncia por
minuto).

A partir dos dados da curva padrdo de glicose (Trabalho Prético 9) e da
inclinacdo média da reta calculada no item anterior (absorbancia / minuto),
calcular a quantidade de acgucar redutor (glicose e frutose) produzido por minuto
na reacdo enzimatica utilizando a equacdo de Lambert-Beer A = KC.
Calcular a atividade enzimatica (velocidade) em unidades por mililitro da
preparacao original (sem diluir). Uma unidade de atividade é igual a 1
micromol de produto formado por minuto.

Trabalho Prético
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13. EFEITO DATEMPERATURANA ATIVIDADE DASACARASE

13.1. Introducéo

As reacOes quimicas somente ocorrerdo se 0s reagentes apresentarem energia
suficiente para abalar a sua estabilidade. Este excesso de energia necessario para
gue uma reacao tenha inicio € denominado de energia de ativacao.

Reagio nio catalisada

- Heacio catalisada

E+P

Heacéo

Observando o grafico, nota-se que as moléculas dos reagentes encontram-
se em um nivel energético estavel. Oferecendo-se a elas uma energia adicional
(energia de ativacao) as moléculas passam para um estado energético mais elevado
denominado de estado de transi¢do, quando apresentam energia suficiente para
reagirem-se e formar os produtos. Se o nivel energético dos produtos for maior
que o nivel energético dos reagentes, a energia de ativacdo ndo sera totalmente
recuperada e portanto, diz-se que a reacao € endergdnica; ao contrario, se o nivel
energeético dos produtos for menor que dos reagentes, a energia de ativacao sera
totalmente recuperada e ainda, uma fracdo de energia (AG) sera liberada
caracterizando uma reacdo exergonica. A energia de ativacdo é necessaria apenas
para que a reacdo ocorra,sendo recuperada total ou parcialmente ap0s o término
da reacéo.
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A energia de ativacdo de uma reacdo pode ser facilmente calculada a partir da
equacao de Arrhenius.

)

-E 1 1
| = -
0gQ 2,3R ( T, T

E = energia de ativacao

R = constante dos gases (1,98 cal.Mol/K)

T, e T, = temperaturas absolutas (Kelvin)

T, = temperatura menor

T, = temperatura maior

Q =V,/V, = coeficiente de temperatura

V, = velocidade enzimatica na temperatura menor
V, = velocidade enzimatica na temperatura maior

A relacdo Q = V2/V1 s6 ¢ valida quando a reacdo for de ordem zero, ou seja,
a concentracao de substrato for elevada.

A energia de ativacdo é calculada (utilizando a equacédo de Arrhenius) a partir
das velocidades de reacdo enzimatica determinadas em duas temperaturas.

13.2. Trabalho Pratico

Calcular a energia de ativacdo da sacarase utilizando as atividades enzimaticas
determinadas no trabalho pratico 11 “Determinacdo da Atividade da Sacarase de
Fermento” e a equacdo de Arrhenius acima.

14. EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NA
ATIVIDADE DA SACARASE DE FERMENTO

14.1. Introducéo

Em uma reacdo catalisada por uma enzima (com uma concentracdo fixa de
enzima), um aumento na concentracdo de substrato resultard, inicialmente, em um
rapido aumento da velocidade da reacdo. Entretanto, com o aumento da concentracao
de substrato o aumento da velocidade de reacdo comeca a diminuir até que, com
uma alta concentracédo de substrato, a velocidade de reacéo tende a estabilizar-se.
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Michaelis & Menten (1913), propuseram que uma reac¢ao catalisada por uma
enzima em concentragdes variaveis de substrato apresenta duas fases.

e Fase 1 - em baixas concentracdes de substrato, o sitio ativo da enzima nédo
estd saturado pelo substrato, e a velocidade enzimatica varia com a variagao
da concentracdo do substrato.

« Fase 2 - A medida que a concentracdo do substrato aumenta, os sitios ativos
da enzima s&o preenchidos em maior quantidade, até que na saturacdo nenhum
sitio esteja disponivel. A enzima esta trabalhando com sua capacidade maxima
e a atividade enzimatica ndo varia com a variagao da concentracdo do substrato.
A equacdo matematica que define a relacdo quantitativa entre a velocidade de
uma reacdo enzimatica e a concentracao do substrato é denominada equacao
de Michaelis-Menten.

Vm . [S]
Km +[S]
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v = velocidade de reacdo a uma dada concentracdo de substrato.

Vm = velocidade maxima de reacdo a uma concentracdo saturante de substrato.
[S] = concentracdo de substrato

Km = constante de Michaelis-Menten.

Conceito de Km: E uma concentracéo de substrato que corresponde a metade
da velocidade maxima de reacéo.

14.2. Determinagdo do Km e do Vm

O Km e 0 Vm de uma determinada enzima podem ser facilmente determinados
a partir das velocidades de reacédo obtidas a partir de diferentes concentracfes de
substrato. Entretanto, a utilizacdo do grafico de Michaelis-Menten acima, ndo permite
uma determinacéo exata do valor do Km e do Vm por isso, é necessario transformar
a equacao de Michaelis-Menten.

14.2.1. Transformagdo de Lineweaver — Burk

Um procedimento muito simples para a determinagdo grafica do Km e do
Vm, consiste em fazer a transformacéo de Lineweaver-Burk. Essa transformagéo
consiste em fazer os inversos de cada lado da equacdo de Michaelis-Menten
com o objetivo de converter a hipérbole do grafico de Michaelis-Menten em
uma reta.

_ vm . [S] 1 _ Km +[S]

Km +[S] V. vm . [S]
_ Km . [S] o1 Km 1 N 1
Vm . [S] vm . [S] V.o vm [S]  vm

Fazendo um grafico colocando 1/v na ordenada e 1/[S] na abscissa tem-se
uma reta (equacdo Y = ax + b) com o intercepto na ordenada igual a 1/Vm, a
inclinacdo igual a Km/VVm e o intercepto com a abscissa, resultante do prolongamento
da reta, igual a -1/ Km.




76 SANTOS, C. D. dos et al.

0 - =

<‘H

oo -
0ot +
0o - /

-1 I ./}

oL - ]

s

=20

o
=
&
3
3
g

14.3. Trabalho Pratico

Determinar o Km e 0 Vm da sacarase de fermento utilizando a transformacao
de Lineweaver - Burk. A determinacdo é feita fazendo a reacdo da enzima com
varias concentracdes de substrato.

14.3.1. Procedimento

* Preparar um série de 7 tubos de ensaios e adicionar em cada tubo 0,2 mL de
sobrenadante de fermento (sacarase) convenientemente diluido.

 Adicionar mais rapido possivel 0,2 mL das seguintes solugbes de sacarose
preparada em tampdo acetato 0,25 M pH 4,7: 0,02 M; 0,03 M; 0,04 M; 0,05 M,
0,06 M; 0,08 M e 0,10 M.

* Incubar os tubos em banho-maria a 30 °C durante 20 minutos.

* Interromper a reacéo adicionando 0,4 mL de DNS.

* Colocar os tubos simultaneamente em 4gua em ebulicdo durante exatamente
5 minutos.

* Retirar simultaneamente todos os tubos da ebulicéo, esfriar e adicionar 1,0 mL
de &gua destilada.

» Fazer a leitura da transmitdncia a 550 nam6émetros (nm), zerando o
espectrofotdmetro com o tubo branco.




Bioquimica Experimental 77

Observacao: Para determinar o Km e 0 Vm sem fazer uma curva de tempo

(quatro tempos) para cada concentracdo de substrato, deve-se fazer pelo menos o
tempo ZERO MINUTOS para cada concentragdo de substrato.

» Tempo zero: adicionar a enzima, o DNS (para desnaturar a enzima) e

posteriormente o0 substrato.

TABELA

Tubos Enzima Substrato Tempo DNS Agua 550nm x B

mL [M] mL Min. mL mL  Trans Abs

TONo ok~ wWN PR

0.2 0,02 0,2 20 0,4 1,0
“ 0,03 “ “ “ “
0,04
0,05
0,06

0,08 “
0,10 “
0,4 mL de agua

OO —r-Cwmm

100 0

Fazer o grafico em papel milimetrado colocando a absorbancia na ordenada e
0 tempo na abscissa para cada concentracdo de substrato.

Calcular a absorbancia por minuto (inclinac¢do) utilizando a equacéo da reta.
Calcular a atividade enzimatica (velocidade) para cada concentracéo de substrato
utilizando a curva padrao de glicose.

Fazer o grafico de Michaelis-Menten em papel milimetrado colocando a
concentracdo do substrato na abcissa e a atividade enzimética na ordenada.
Fazer o gréafico de Lineweaver-Burk (grafico dos duplos reciprocos) em papel
milimetrado colocando o inverso da concentra¢do do substrato na abcissa e o
inverso da atividade enzimatica na ordenada.

Calcular a inclinacdo da reta (Km/Vm) do grafico anterior, para cada
concentracdo de substrato, utilizando a equacédo da reta.

Determinar o Vm de acordo com o valor do intercepto da reta com a ordenada
(1/Vm).

Determinar o Km de acordo com o valor do intercepto do prolongamento da
reta com a abscissa (-1/Km).
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15. INIBICAO DO CICLO DE KREBS
15.1. Introducéo

Certos compostos tém a capacidade de combinar com as enzimas, mas néao
servem como substratos e, portanto, bloqueiam a catalise dessas enzimas. Esses
compostos sdo denominados inibidores.

No estudo dos inibidores tem-se obtido informacdes valiosas a respeito das
enzimas, tais como especificidade pelo substrato, natureza dos grupos funcionais
no sitio ativo, mecanismo da atividade catalitica, etc.

A inibicdo do ciclo de Krebs pode ser realizada inibindo qualquer uma das
enzimas pertencentes ao ciclo. Entretanto, por motivos historicos, dois pontos de
inibicdo sdo caracteristicos: a ACONITASE inibida pelo FLUOR CITRATO e a
SUCCINATO DESIDROGENASE inibida pelo ACIDO MALONICO. A
inibicdo da succinato desidrogenase sera utilizada para demonstrar a inibicdo do
ciclo de Krebs.

Quando um composto compete com o substrato pelo sitio ativo da enzima e
reduz a atividade catalitica dessa enzima, o composto € denominado inibidor
competitivo. Uma exemplo caracteristico de inibicdo competitiva, € a inibi¢do da
enzima succinato desidrogensase por acido maldnico, que tem uma estrutura
semelhante ao substrato (o &cido succinico) ligando-se, portanto, no sitio ativo
da enzima. Por isso, uma parte da enzima vai reagir com o inibidor, formando o
complexo El, segundo o esquema abaixo.

E+S
+
I

ES —> E + P

El
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15.2. Estruturas

COOH COOH
(|:H2 CHZ

(||3H2 (|SOOH
COOH Acido malbnico

Acido succinico

15.3. Reacéo
COOH COOH
éHz Succinato H—C|:
é + FAD = > g + FADH,
H- desidrogenase —H

éOOH éOOH

Acido succinico Acido fumarico

Para a determinacéo da atividade enzimatica, o FADH, produzido sera medido
colorimetricamente mediante reducdo do composto diclorofenolindofenol (DCPI).

FADH, + DCPI (oxidado) = FAD + DCPI-H(reduzido)
Azul Incolor

Para que essa reacdo ocorra em sua totalidade, é necessaria a inibicdo da
cadeia de transporte de elétrons (impedir a oxidagdo do FADH, pelo oxigénio).
Essa inibicdo é feita por meio da adicdo de &cido cianidrico (KCN) no meio de
reacdo (ver substratos 1 e 2).

15.4. Obtenc¢éo da Enzima

Preparar um homogeneizado de figado fresco (figado de frango), em
liguidificador, utilizando um figado para 100 mL de solucdo de sacarose 0,25M em
tampéo fosfato 0,05M pH 7,4.

Apds a homogeneizacdo (30 segundos a 4 °C) filtrar o homogeneizado em
gaze dobrada (4 folhas) para eliminar pedacos de tecidos ndo homogeneizados.
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O filtrado € entdo centrifugado a 3.300 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante
é descartado e o sedimento enriquecido com mitocondrias serd utilizado como
fonte de succinato desidrogenase.

15.5. Trabalho Pratico

O trabalho préatico consiste em determinar a atividade da succinato
desidrogenase na presenca de acido malbnico (substrato 2) e na auséncia de acido
malbnico (substrato 1).

Analisar também a ordem de grandeza (maior, menor ou igual) do Km e do Ki
trabalhando com concentracdes de substrato e inibidor iguais.

15.6. Procedimento

 Adicionar em 4 tubos de ensaios 0,2 mL de enzima (sedimento de figado)
convenientemente diluida.

 Adicionar 1,7 mL do substrato 1 (ver abaixo) no tubo 2 e 1,7 mL do substrato
2 (ver abaixo) no tubo 4 o mais rapido possivel.

» Agitar os tubos e colocar para incubar em banho-maria a 30 °C durante 10
minutos.

e ApGs a incubacdo adicionar 0,2 mL de acido mal6nico 0,3M pH 7,4
em todos os tubos para interromper a reagdo da succinato desidrogenase
que estd ocorrendo nos tubos 2 e 4 e inibir a enzima presente nos
tubos 1 e 3.

 Adicionar 1,7 mL do substrato 1 no tubo 1 e 1,7 mL do substrato 2 no tubo 3
(nos tubos 1 e 3 ndo havera reacdo porque a enzima ja foi inibida).

 Fazer a leitura da absorbancia a 630 nandmetros zerando o espectrofotdmetro

com agua.
TABELA
Tubos Enzima Substrato 1  Substrato 2 Tempo A 630nm x
mL mL mL Min. agua
1 0,2 1,7 -- 0
2 “ 1,7 -- 10
3 0,2 -- 1,7 0
4 “ -- 1,7 10
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 Fazer o grafico em papel milimetrado colocando a absorbancia na ordenada e
0 tempo na abscissa.

 Calcular a inclinacédo da reta (absorbancia por minuto) para os substratos 1 e
2, utilizando a equacdo da reta.

» Como néo foi feito uma curva padrdo para o sistema de reacdo acima (reducao
do DCPI) ndo é possivel calcular a atividade da succinato desidrogenase.

 Para calcular a porcentagem de succinato desidrogenase que foi inibida no
substrato 2, considerar a inclina¢do da reta com o substrato 1 (na auséncia de
inibidor), como 100% de atividade.

15.7. Substratos
Substrato 1:

* 8,5 mL de 4gua

5,0 mL de tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 7,4

1,0 mL succinato de sodio 0,1 M preparado em tampéo fosfato de sodio 0,1M
pH 7,4,

0,5 mL KCN 0,05 M preparado em tampdo fosfato de sodio 0,1 M pH 7,4.
2,0 mL de DCPI 0,0004 M preparado em tampao fosfato de sddio 0,1 M pH 7,4.

Substrato 2:

e 7,5 mL de agua.

* 5,0 mL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4.

e 1,0 mL succinato de sodio 0,1 M preparado em tampdo fosfato de sddio
0,1 M pH 7,4,

e 1,0 mL acido maldénico 0,1M preparado em tampdo fosfato de sddio 0,1M
pH 7,4.

e 0,5 mL KCN 0,05 M preparado em tampéao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,4.

e 2,0 mL de DCPI 0,0004 M preparado em tampédo fosfato de sédio 0,1 M
pH 7,4.
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