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PRATICA N°1 — TITULACAO DE AMINOACIDOS E ESTUDO DO EFEITO-TA MPAO

1. Introducéao

1.1. Aminoécidos — estrutura e propriedades

Em quimica,
molécula que contém simultaneamente  grupq
funcionais amina e &cido carboxilico. Em bioquimicd
este termo é usado como termo curto e geral para
referir aos aminoacidos alfa: aqueles em que adam
amino (NH") e carboxila (COQ estdo ligadas ao
mesmo carbono, conforme a férmula indicada na &igy

1:

H

R — C — COO-

NH3-

ALK
Figura 1 — Formula geral dos aminoacidos
Como se pode observar, ambos 0s grupos es

ligados ao carbono central, ao qual esta tambémdig

um grupamento lateral variavel, denominaBo A

um aminoacido € qualquef

Esses isbmeros sdo denominados enantibmeros,
sdo quirais (do gregkiros, que significa “mao”). Sao
s imagens especulares que ndo podem ser sobreplstas.
| designacdd. ou D foi proposta por Emil Fischer, em
sel891, com base na caracterizacdo das formas Le D d

gliceraldeido, conforme mostrado na Figura 3:
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estrutura dos aminoacidos da origem a dois is6meios

opticamente ativos, isto é, capazes de promover

rotacdo do plano da luz polarizada (Figura 2).
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L-Alanina D-Alanina

Figura 3 — Relac&o entre as formas L e D do
Gliceraldeido e da Alanina.

Historicamente, as designagcbes L e D foram
usadas como abreviacbes dos adjetied®rrotatorio
(provoca a rotagdo da luz para a esquerda) e
dextrorrotatério (provoca a rotacdo da luz para a
direita), respectivamente. Entretanto, sabe-se ngume
todos os L-amino&cidos séo levorrotatorios. Todes o
aminoacidos das proteinas naturais tém a configarag
L, porque as proteinas sdo sintetizadas por enzjoas
reconhecem e inserem apenas L-aminoacidos nas

cadeias peptidicas. Apenas alguns poucos peptieos

Figura 2 — Isomeria dos aminoacidos



bactérias possuem aminoacidos na forma D (ex.Daci
D-glutamico). Todos os 20 aminoacidos que compden
estrutura das proteinas s@&@aminoacidos, mas existem
aminoacidos em que 0s grupos amino e carboxilico n
estdo ligados ao mesmo carbono; alguns des;s
aminoacidos sd@o importantes precursores de algun
substancias (ex.:B-alanina, precursora do acido
pantoténico) e possuem papéis celulares especifig
(ex.: o é&cido y-aminobutirico ou GABA, um
neurotransmissor).

A presenca dos grupos amina e carboxil
propicia aosa-aminoacidos um caratemfotérico em
solugcdo aquosa, ou seja, um comportamento tanto
acido como de base (Cabe aqui ressaltar um pol
importante: ndo ha substancias acidas ou basicas
absoluto. Esses termos s@mnceitos uma substancia so6
€ acida ou basicam relacdoa outra substancia). Em
valores de pH 6,0 — 7,0, os aminoacidos existe
predominantemente na forma dipolar idnica, cuj
representacdo € aquela mostrada na Figura 1.dfsta f

€ denominadawitterion (do alem&o “ion hibrido”). Em

q

faixas extremas de pH, por outro lado, eles

apresentardo como espécies idnicas diferentesréFig
4):

EmpH1 Em pH 11

H

R — C— COOH
|

NH,*

H

R — C— COO-
|

NH,

Figura 4 — Espécies idnicas dos aminoacidg
em valores extremos de pH.

Portanto, os aminoacidos possuem minimo
dois grupos (pois 0 R também pode ser ionizaved) q
podem sofrer protonacdes e desprotonacdes e eq
reacdes dependerdo do pH da solucdo em que

aminoacidos se encontram (Figura 5):

d EmpH=1

H H
S e |
R— C — COO- ———> R — C — COOH
~ - H+
i |
ses _’EH3 TH3
nas
H EmpH=1: H
0s ‘ - Ht ‘
R—C—COO —> R— C— COOH
| o |
NH3 NH2
a +
Figura 5 — ReacgbBes de protonacdo e

de desprotonacao dos aminoacidos em valores extreenos d
nto pH.
em Pode-se estudar a dissociacdo dos prétons de
um aminodacido em solucédo realizando-se cmaa de
titulacdo e observando-se a variacdo do pH do meio
com o auxilio de um medidor de pH (ou pHmetro). A

titulacdo de um aminoacido consiste na remocacugiad

o)

de prétons através da adicdo de uma base (como
NaOH) e a curva de titulagdo corresponde ao grafico
dos valores de pH da solucdo em funcé@o do volume de
base adicionado. Essa curva revelapBss (qQue sao
formas de expresséo desnstantes de dissociagédo X

dos grupos ionizaveis do aminoacido (lembre-se que
pKa = -log K. A medida que a base é adicionada, a
curva passa apresentar estagios distintos, quadiempe

da concetragdo de cada uma das formas doadoras de
prétons, como mostra a Figura 6:
2
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0s Figura 6 — Reacbes de dissociagao de protons

de uma-aminodacido simples monocarboxilico.




Assim, para um o-aminoacido simples

monocarboxilico, observaremos trés pontos de iaflex
na curva: A) um ponto no qual o pH é igual ao valor

pK do grupo carboxilico, onde estdo presentg
quantidades equimolares das formas A (carga licuidd
+1) e B (carga liquida = 0); B) um ponto no quahtor
de pH corresponde a@onto isoelétrico (pl) do
aminoacido, onde a forma B estd principalment
presente; e C) um ponto no qual o pH é igual aorval
do pK do grupo amino, onde estdo presents

quantidades equimolares das formas B e C (car

liguida = -1). Portanto, cada aminoacido apreséntg
uma curva especifica, ja que esta depende daagfites

intramoleculares que o comp8em. Além disso, algu
aminoacidos apresentardo mais de 2 valores dem&, u
vez que possuem mais um grupo ionizavel no s

grupamento R.

1.1. O medidor de pH

Em linhas gerais, o medidor de pH € un|
aparelho capaz de converter a diferenca de potdpaia
seja, é unpotencidmetrg detectada peleletrodo em
uma escala de pH. O eletrodo de vidro combinadp (Y
Figura 7) € um eletrodo compacto no qual o eletidelo
vidro acha-se envolvido pelo eletrodo de referéaea
Ag/AgCl (em alguns equipamentos esses eletrod
podem ser encontrados em separado). O eletrodo
vidro consiste de um tubo de vidro com um bulbo n
extremidade inferior, feito de vidro especial (ddng&lo
de 6xido de silicio). Nele esta contida uma solugéo
Ag/AgCIl em solucdo de HCI 0,1 M. A superficie dg
bulbo é revestida de ions Ngue, quando em contato
com os ions hidrogénio, sdo substituidos por psdto
que permanecem em equilibrio em cada lado da paré
de vidro:
0 Sid ONa+HO - O Sidd OH + NaOH

Quando o eletrodo é imerso numa solucdo q
se deseja de

investigar, formam-s@otenciais

membrana e a condutividade elétrica €& feita
principalmente pelos ions NaA diferenca de potencial
estabelecida é comparada com o eletrodo de refarénc
*s (Ag/AgCl ou Hg/HgCI2) que envolve o eletrodo de
vidro e entra em contato com a amostra atravésrde u

juncéo ceramica onde se forma uma ponte salina.

[0}

PS
abertura lateral para
enchimento charmpa

=

hazte de prata recoberta
com cloreto de prata
(Ag 7 AgCh

NS Figura 7 — Eletrodo

de vidro combinado.

eletralto

elemento de
refercncia

jungaon

elemmerto senzor de pH

O medidor de pH possui um botdo para ajuste
da temperatura (ja que esta influencia no equilibri
e quimico dos tampdes), um para calibragdo (com &olug
em pH neutro - 7,0) e outro para valores de pHeextis
(normalmente 4 ou 10), que normalmente € chamado de
bs botdo de ajuste de assimetria e permite correcées d
dedesvios da curva do potencial do eletrodo. Alémsalis
a alguns aparelhos possuem um botdo para selecionar o
tipo de leitura que se deseja realizar — em mVldu p
Para a calibracdo do medidor, utiliza-se sempre

solugBes-padréo disponiveis comercialmente.

h 1.2. SolugBes-tampéo
2de
As substancias consideradas &cidos ou bases
fortes séo aquelas que tendem a se dissociar &tsEm
le quando em solucdo, diminuindo ou aumentando o pH do

meio, respectivamente. Assim, o pH de uma solug¢ho 0




M de HCI é praticamente 1,00 = -log [0,1]),
enquanto o pH de uma solucdo 0,1 N de NaOH
praticamente 13,000OH = -log [0,1] epH =14 - 1). O

formas, a razéo [base]/[acido] seréa alterada asuroin

¢ esses [H ou [OH], sem variar o pH do meio e, é

claro, mantendo-se inalterada a constante de

pH dos fluidos biolégicos mantém-se mais ou mengs dissociagéo, K

constantes em valores proximos de 7,0 devido
presenca de um grande ndmero de substancias cap
de captar ou liberar prétons. Nas células e nadofu
biologicos predominam acidos e bases fracos, que 1
sdo completamente ionizaveis em solucdo (algu
dissociam-se menos que 1 %). Sendo assim, a rela
entre pH e o grau de dissociacdo de um acido fidco
€ direta como nos acidos fortes. No entanto, edie ger
analisada através da equacao de Henderson-Hagselba

Considere a reagdo de dissociacdo de um &ci
fraco em solucdo aquosa:

HA o H' + A

Aplicando a lei de acdo de massas temos:

K, =[H'][A]

[HA]
Onde Ka é a constante de equilibrio da reac§

Rearranjando a equacao temos:

1 =1 x [A]
[HT Ky [HA] Logo:
log 1 =log 1 + logl[A]

[H*] Ka [HA]
Chegamos finalmente a equagéo de Hendersq

Hasselbach:
PH =pK, + log[A]
[HA]

A equacdo mostra que o pH de qualqud

solucdo aquosa que contenha uma quantida
significativa de um acido fraco dependera da prgfmr
(E NAO DA QUANTIDADE ABSOLUTA) das formas
dissociadas e nao dissociadas do acido e dodpkte

mesmo &cido. Se 'Hou OH forem adicionados a uma

solucdo contendo uma proporcdo adequada des

0o TAMPONAMENTO DE UMA

nzeSOLUCAO ¢ a capacidade desta em resistir a vasagde

a Assim,

de pH. Substancias cuja presenca na solucdo séo
a responsaveis por este efeito sdo conhecidas como
hs TAMPOES. O fenémeno do tamponamento é um dos
caofatores que possibilitou o surgimento da vida. Em
organismos vivos o pH dos diferentes ambientes é
mantido estavel, mesmo apés a “adicao” de acidos ou
AC

do

bases. Em laboratérios pode-se preparar uma solugéo
tampdo utilizando-se uma base fraca ou um acidw fra
(ex.: acido acético) e sua base conjugada na falena

um sal (ex.: acetato de sodio). Em pesquisa diemidis
tampdes sdo essenciais para a manutencao do pH em
uma grande variedade de procedimentos, por exemplo,
cultura de células e tecidos, medida de atividade

enzimatica, purificagdo de proteinas, etc... Nomeake

o

utiliza-se um tampédo para manutencao de um valor de
pH gque se encontre uma unidade acima ou abaixeule s
valor de pK, pois dentro desta faixa o seu efeito
tamponante € muito mais eficiente (como exemplo,
verifique as inflexdes da curva de titulacdo dos
aminoacidos nesta aula pratica).

n-
2. Objetivos

Determinar os valores de pK das solugbes de
aminoacidos (Glicina e Acido glutamico) através de
titulacao;

Construir as curvas de titulacdo para cada um dos
aminoécidos;

Manusear e compreender o funcionamento de um

medidor de pH.

tas




3. Reagentes

(pPH 1);

pH.

4. Procedimentos

4.1. Procedimentos gerais de ajuste do medidor de

pH

4.2. Procedimentos para titulacdo dos aminoacidos

proporcBes e concentraces diferentes de um ac

fraco e sua base conjugada.

Estudar o efeito tamponante de misturas contengdo

Solugbes de Glicina e acido Glutamico 0,02 M

Solugédo de NaOH 0,5 N.
Solugéo de HCI 1 M.

Solugbes-padréo para calibracdo do medidor ge

Solucgéo de acido acético 0,2 M

Solucao de acetato de sodio 0,2 M.

Ligar o aparelho;

Retirar o eletrodo do recipiente contendo solugéo
KCI 3M e lava-lo com agua destilada.

Imergir o eletrodo na solucédo-padrdo de pH 7
calibrar o aparelho no botdo adequado.

Retirar o eletrodo da solucdo e repetir
procedimento de ajuste, agora para a solucdo-pad

de pH 4,0, no botdo adequado.

Lembrar de sempre colocar o aparelho em “stand

by” quando eletrodo ndo estiver imerso em um

solucéo.

Em um bécher colocar 40 mL de glicina ou é&cid
glutamico.

Mergulhar uma barra magnética na solugdo
posicionar o bécher sobre a placa agitadora.
Inserir o eletrodo limpo e calibrado na solucéo, d

modo que a juncdo cerdmica figue submerg

rao

a

[0}

a

(cuidado para o bulbo ndo esbarrar na barra
magnética).

* Sob agitacgéo, titular com NaOH 0,5 N, adicionando
0,2 mL por vez e anotando o pH apds cada adicéo
(adicionar o NaOH diretamente a solugcdo, sem
esbarrar no eletrodo ou na parede interna do bgcher

e Construir o grafico de pH da solugéersusvolume
de NaOH adicionado.

4.3. Procedimentos para estudo da capacidade
tamponante
e Em quatro bécheres, adicionar os volumes indicados

das solucBes de acido acético, acetato de sodio e

agua:
Bécher AC,'d.O AceEat.o de H,O
acético sodio
1 20 mL 20 mL --
2 10 mL 10 mL 20 mL
3 25 mL 15 mL --
4 15 mL 25 mL --

« Repetir os procedimentos descritos acima para
titulacdo de cada uma das solucdes, mas desta vez
adicionar 5 x 0,5 mL de NaOH 0,5 N. Anotar o valor
de pH a cada adicao.

* Construir o grafico de pH das solugesrsus

volume de NaOH adicionado.

5. Questbdes para discussao

1) Em relacao a pratica realizada:

a) Quais os valores de pK e pl da glicina e dodcid
glutamico?

b) Por que a curva de titulagdo do acido glutandico
diferente da curva da glicina?

c) Calcule o pH tedrico das solucdes 1, 2, 3 adesdo

que o K, do acido acético é 1,3410°.



2) Vocé pode utilizar um aminoacido para fazer um
solucdo-tampéo? Por qué?
3) Como a concentracdo de um tampao afeta a 9
capacidade tamponante?
4) Um tampdo mantém constante o pH de um me
indefinidamente?
5) Calcule o grau de dissociacao inicial do acicitiao
0,2 M. (Dica: considerando que a ‘[Hé igual a
concentracdo de ions acetato, podemos reescreve
reacdo de dissociacao da seguinte forma: 0,2 ¥ ¥ v
Sendo assim a expressao de equilibrio pode ser:
Ka= y2
0,2-y
0 que gera uma equacado do segundo grau g

pode ser resolvida!).

a 6) Quais serdao as concentracBes de acido acético e
acetato de sodio necessarias para fazer um tangéo d

uapH 5,1 com a soma acido acético + acetato = 0,2 M?

io 7) Num laboratério hospitalar uma amostra de 10deL
suco gastrico, obtida varias horas apés uma refeiod
titulada com NaOH O0,IN até neutralidade; foram
necessarios 7,3 mL. Como o estdmago ndo continha

r anem alimento nem bebida, pode-se assumir que ndo

havia tamp®&es presentes. Qual o pH do suco g#atric

-




PRATICA No 2 - FUNDAMENTOS DE FOTOMETRIA E ESPECTRO FOTOMETRIA DE ABSORCAO

1. Principios gerais
O termo espectro foi utilizado inicialmente pof
Newton, quando este descobriu que a luz branca,
atravessar um prisma, € dividida em varias corg
Atualmente, sabe-se que o espectro visivel é apgnas
pequena parte do espectro eletromagnético. A Juz
portanto, definida como uma forma de energi
eletromagnética, formada por ondas que apresent
comprimentos diferentes. O comprimento de oJaé(
medido em nm onde 1,0 nm equivale & b0 A tabela
abaixo mostra as regibes do espectro em relagéo

comprimento de onda:

REGIAO: (A) EM nm:
Raios X 0,1-100
Ultravioleta 100-400
Visivel 400-800
Infravermelho 800-5000
Microonda 5000-30000

A cor dos objetos é devida a duas causa
reflexdo e absorcdo. Assim, um papel transparen
vermelho, recebe todos Agla luz branca, mas reflete e
transmite somente o vermelho, sendo o restan
absorvido. Quando um objeto é da cor branca, todos
A sdo refletidos, se é negro, é porque, praticamen
todos osA sd@o absorvidos. No entanto, existe uma ¢

(ou A) que é mais absorvida, a qual corresponde

chamada cor complementar. Se uma solugdo absorvg na

faixa de 435-480 nm, que corresponde a radiacdpazu
sua cor (cor complementar) sera o amarelo; a sémsa
visual do amarelo sera dada pelo conjunto de todos
outros componentes da luz branca, que n&o fora
absorvidos. A tabela abaixo mostra as cores da c4
intervalo de radiacdo da faixa do visivel e as su

respectivas cores complementares:

A capacidade que as diversas substanci

ao

ao

S:

te,

te

te
pr

a

9

m
\d

AS

AS

ON]

guimicas tém de absorverem luz em determinad

INTERVALO COR COR

(nm) ABSORVIDA COMPLEMENTAR
380-435 violeta Verde-amarelaga
435-480 azul amarela
480-490 azul esverdeada alaranjadg
490-500 verde azulada vermelha
500-560 verde purpura
560-580 Verde- amarelada violeta
580-595 amarelada azul
595-650 alaranjada Azul-esverdeada
650-780 vermelha verde-azulada

comprimentos de onda pode ser utilizada para a sua
determinagdo quantitativa e qualitativa, uma veg qu
espectro de absor¢cdo € caracteristico para uma
determinada substéncia e a quantidade de absorgéo
(intensidade) ¢é dependente da concentracdo do
composto.

A intensidade da radiacédo transmitida por uma
solucdo pode ser determinada em aparelho (foténetro
que devera ser constituido de: uma fonte luminoss,
seletor de\ (filtro ou prisma), um compartimento para a
amostra, uma célula fotoelétrica (ou fototubo) e um
sistema para amplificacdo e medida do sinal (cteren
elétrica) proveniente da célula fotoelétrica (medide
potencial elétrico = potenciémetro). Pode-se setexi
0 comprimento de onda que incidira sobre a solugao
usando-se um monocromador (prisma ou reticulo de
difracéo) ou um filtro 6ptico (vidro colorido ou apizo,
gue transmite uma determinada faixaAdea regido do
ultravioleta, UV). Se o aparelho disp&e de filbptico,

€ denominado fotdmetro ou fotocolorimetro e seddisp

de prisma ou reticulo €é denominado de
espectrofotdmetro. Este Gltimo é muito Util, poade
selecionar faixas de comprimentos de onda

extremamente estreitas, nas regides do UV, vigvel

infravermelho (V).



A fotometria de absorcdo, portanto, presta-ge

limitada, uma vez que, & € I, menos a luz que é

tanto para a medida da concentracdo de compostosabsorvida ndo s6 pela substancia que se deseja, medi

naturalmente corados, como daqueles incolores, nmas mas também pelo solvente, pelo material da cubpta e

passiveis de adquirirem cor mediante o emprego
certos reativos, bem como de compostos incolores du

absorvem UV ou IV. Esta metodologia, por conseglint

j*)

tem largo emprego na quimica analitica quantitativ,

o

Alguns poucos exemplos: na determinacdo de atieida|
enzimatica ou nas dosagens de compostos orgamcos|e
fluidos biol6gicos, como glicose, uréia, proteines,,

em que se dosa um produto colorido, obtido por meio
uma reagdo quimica, ou um produto incolor que absor
na regido do UV ou do IV. Ensaios imunolégicos
ELISA: Enzymetinke

ImmunoadorbentAssay) também usam a fotometria.

gquantitativos (como o

1.1. Leis da fotometria
O principio basico da fotometria é baseado no
fato de que: particulas dispersas ou dissolvidasiram

solucdo interferem seletivamente com um raio de Iyiz

que passa através desta solucdo. Esta interferércia

depende dos seguintes fatores:
a) cor do composto ou do tipo de ligacdo quimida
presente;

b) tamanho da particula;

¢) transparéncia da solucao;

d) combinacao dos fatores acima.

Deste modo, as particulas podem absorver
transmitir
concentragdo, da sua natureza quimica e/ou dacsua [
Se pudermos medir o total de luz que incidegobre a
solucdo de uma determinada substancia e o totaizda
transmitida [;), podemos avaliar o quanto a substanc|a
absorveu (absorvanci@d) O esquema abaixo mostra
como funciona um fotémetro ou um espectrofotdmetro

A seguinte formulacdo pode ser feita
Transmissao = |/ |, (luz transmitida / luz incidente).

Observe que o termo transmissdo tem aplicac

€ (caminho optico):

de outras substancias ai existentes. Assimé a luz

transmitida apos as absorcdes pela substancia de
interesse mais os interferentes. Para corrigiefeito,
admite-se It =1 (100% de Transmitancia) a luz
transmitida ap6d, atravessar a cubeta contendo uma
solucdo denominadaranco. Este branco contém todos
0s componentes do meio, exceto a substancia a ser
medida. No escuro, bloqueada a passagem de lunpara
fototubo (fotocélula), dransmitancia = 0,ou seja, ndo
hé luz transmitida a ser medida.

Na prética, a transmitancid ), que é medida
em uma escala de 0 (no escuro) a 100% (com o branco
na passagem da luz), é pouco utlizada, pois é
substituida pelo valor de densidade o6ptiEaQ() ou
absorvancia A), termo mais aceito atualmente, que
corresponde ao logaritmo do inverso da transminci

A=log UT

A absorvancia é, desta forma, medida em uma
escala de 0 (log 1/1) a infinito (log 1/@)relacdo daA
com a concentragdo da substancia pode
de

absorvancia de uma solugdo € proporcional a

ser

compreendida pelas Leis Lambert-Beer: a
concentracdo da substancia na solucdo e a distancia
percorrida pelo feixe luminoso que atravessa agéolu

A=¢g.lc,

parte do espectro, dependendo da slua onde:g = coeficiente extingdo molar, que é constante

para cada substancia, e definido como a absovéhyia

de uma solucdo | molar da substancia em um
determinado comprimento de ondg,(numa cubeta de
caminho Opticd = | cm (largura da cubeta) e = a
concentracdo da solucgéo.

Observe, portanto, que a absorvancia é uma
funcdo linear da concentracdo. Assim, para uma mesm

substéncia, considerando-se o caminho 6ptico auesta

A0 5 A é diretamente proporcional & concentracdo desta



substancia. No entanto, as Leis de Lambert-Beer n
sem pre sdo obedecidas. Algumas desobediéncias
conhecidas e atribuidas a fatores como: mudanca

natureza do soluto, valores muitos altos ou muitq

baixos das concentracdes das solucdes, etc. Também

sdo
na

S

Azul de Bromofenol

pH abaixo de 3,0

pH acima de 4,6

amarelo

presencas de acidos, bases e sais na solugdo poflem prqcedimentos

contribuir para essas desobediéncias, por estarais

completamente dissociados, a medida que aumen:I a

diluicdo, visto que absorcao da luz pelos ionda¥etite
daquela apresentada pelas moléculas nao ioniZ2d&s.

se evitar discrepancias das Leis de Lambert-Bese-d

se trabalhar com solugfes mais diluidas e constryi

previamente, uma curva padrdo, em que S&0 usal
concentracdes conhecidas (e crescentes) da substé
em andlise, e verificar as absorvancias no comptione
de onda indicado e na cubeta de caminho Opti
adequado. Desta forma, teremos o0s limites (¢
concentracdo nos quais a solugdo obedece as Leis
Lambert-Beer, ou seja, onde ha linearidade. Com

emprego da curva padrdo, podemos, també
determinar a concentracdo de uma solucao problé&na.
comprimento de ondaA) usado para a obtencdo dd
curva padrdo é obtido pela preparacdo do espeetro
absorcéo da substancia em estudo e é, normalnoekte,
onde a absorvancia para a substancia apresentaro V

maximo.

2. Objetivos

* Determinar o espectro de absor¢cdo de uma solug
de Azul de Bromofenol em pH neutro e em pH
acido;

« Caracterizar o comprimento de ondd énde ocorre

absorcdo maxima;

e Construir uma curva padrao do Azul de Bromofenol.

3. Reagentes

Solucéo de Azul de Bromofenol 1 mg /100 mL en
meio levemente acido (amarelo) e Solugdo de Az

de Bromofenol 1 mg /100 mL (azul/violeta).

|
d

)

=1

4.1. Procedimentos gerais de ajuste do fotdmetro

Ligar o aparelho;
Selecionar o comprimento de onda adequado.
Ajustar o zero de transmitancia;

Introduzir a cubeta com o branco (agua destilada) e
a 100% de

correspondente;

ajustar transmitancia, no botéo
Repetir os ajustes acima.

Obtencgéo do espectro de absor¢éo:

Ajustar o comprimento de onda inicialmente em 400
nm;

Ajustar o 100% de transmitancia com o branco. Isto
coincide com o 0 de absovancia;

Colocar a cubeta com a solugdo de Azul de
Bromofenol em meio acido a concentracdo de 1
mg/100 mL;

Ler a absorvancia e registra-la;

Ajustar oA a 430 nm, repetir o ajuste do branco,
recolocar a solucdo de Azul de Bromofenol e ler,
novamente, a absorvancia correspondente apgste
Repetir estas operacbes para 0s seguintes valeres d
A: 450, 470 e 490;

O mesmo sera feito para o Azul de Bromofenol em
pH neutro. Sendo os comprimentos de onda
analisados, respectivamente: 500, 530, 550, 570 e
590.

Fazer o grafico dos espectros de absorcdo do Azul
de Bromofenol em papel milimetrado, relacionando
absorvéancia (ordenada) conNgabcissa);

Determinar o\ de absorvancia maxima.



Azul de Bromofenol
(pH>4,6)

Azul de Bromofenol
(pH<3)

A A A

410

430

450

470

490

510

530

550

570

590

Dados:

1) Espectofotdmetro: TUNER, modelo 330

2) Solucdo: Azul de bromofenol em meio acidg
(1mg/100ml) e Azul de bromofenol em pH neutrg
(Img/100ml).

3) A: comprimento de onda.

4) A: absorvancia.

4.2.Curva padrdo — Obtencéo

1) Fazer diluicdo seriada:

« Utilizar 6 tubos de ensaio e enumera-los.

* Adicionar 4ml de HO em cada tubo.

* Colocar 4ml de Azul de Bromofenol no tubo 14
agitar.

e Retirar 4ml da solugcao do tubo 1 e adicionar n
tubo 2. Repetir em todos os tubos.

* No tubo 6 retirar 4ml e descartar.

+ Cada tubo estard, desta forma, diluido em 2x cg

relacdo ao anterior.

2) Preparar solucbes de Azul de bromofenol nd

concentracdes citadas na tabela abaixo:

m

\S

Absorvancia
(pH>4,6)

Absorvancia
(pH<3)

Concentracao de
Azul de
Bromofenol
(mg/100ml)
0,50 {1,)

0,25 {/,)
0,125 {/g)
0,0625 t/10)
0,03125 {/3,)
0,015625 Y¢,)

Ler as absorvancias das diferentes solucbes de Azul
de Bromofenol (na\ ideal) e registra-las;

Construir, em papel milimetrado, a curva padrao
(absorvancias na ordenada e concentracbes na
abscissa), considerando os pontos zero de absercao

de concentracao.

5. Questbes para discussao

5.1- Explique porque o Azul de Bromofenol apresenta
colorac6es diferentes com a mudanca no pH da solugéo
5.2- Vocé dispbe dos filtros azul, verde, vermelho e
amarelo de um fotémetro. Qual deles vocé usara,aa
uma solucédo de cor vermelha tenha uma absorcatdamn
branco) o mais proximo de zero possivel?

5.3- Avalie, nas condi¢des experimentais acima, Aeub

de Bromofenol segue, estritamente, as Leis de Lembe
Beer, admitindo que nada interferiu em seu procedim

5.4- Explique por que ndo se deve usar cubetaddie v

para leituras na regiao do ultravioleta.

6. Questdes complementares

6.1 — Vocé pesou |, 2 e 3 mg de Azul de Bromofenol e
dissolveu cada uma quantidade em 50 mL. As abs@&nci
destas solucdes, em 430nm, foram, respectivameyie,
0,4 e 0,6. A abosvancia de uma solu¢do desconhdoida
sal foi 0,3. Calcule a sua concentragdo, em mg/L00m

6.2 — Para a dosagem da glicose do sangue de uemigac

a amostra foi diluida em 10 vezes (no processo de

desproteinizag&o). 1mL do desproteinizado e 2mtata

10



um dos padrdes de glicose (P) de 10, 20 e 30mgl00f Qual a concentracdo da glicose no sangue do pa®ient

foram processados para a dosagem da glicose, sendp 6.3 - O coeficiente de extingdo molgy e uma substancia

volume final, em todos os tubos, ajustados para. Fphs de peso molecular 200 é 14,5. Uma solucdo desta

as leituras espectrofotométricas em comprimentordia substancia apresentou , numa cubeta de caminhen dfwi

adequado, as absorvancias obtidas foram: 2 cm, a absorvancia de 0,800. Qual a concentragéo (
AMOSHa....covieiieireenne e 0,180 mg/L) da substancia nesta solu¢do?

P-10 mg/100mL............. 0,150
P-20 mg/100mL.............. 0,298 . Pape| milimetrado:
P-30 mg/100mL.............. 0,400.
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PRATICA N° 3 - ESTUDO FISICO-QUIMICO DAS PROTEINAS

1. Introducéo

As proteinas, excluindo a &gua, S&o ds OZC\ —0
compostos quimicos mais abundantes nos organismos, e NH\ Nﬁ
com extrema versatilidade de conformacdes e funcdes R_T —H N\ e \
\ e
. . ;. _C_
O estudo de aspectos importantes da bioquimica nos o=cC_ . Cuﬁ% R | H
leva, invariavelmente, ao estudo de proteinas.aRimrt NH
/ AN~ =0
torna-se importante a existéncia de métodos adegquag
i ) R CH g
de purificacdo e quantificacdo destes compostos. |A ™~ /
purificacdo e caracterizacdo de uma proteina bassia
- - . Dependendo dos aminoacidos que fazem parte
em suas caracteristicas fisico-quimicas. Por sergm

formadas por aminoacidos e considerando-se que

aminoacidos aromaticos absorvem luz na regido

ultravioleta, as proteinas, em geral, podem sgr

N

D

detectadas através da absorcdo de luz a 280 nm.
entanto, a deteccdo de proteinas em materiaisgiokd
envolve reagdes especificas com determinados osatiy

0s quais originam substancias coloridas que absorv

1%

luz na regido visivel, permitindo a sua quantifi@ac
Dentre os métodos utilizados, situa-se o método ¢lo

biureto, que é baseado na reacdo do sulfato de eoir

)

meio alcalino (reativo do biureto) com proteinas

peptideos (no minimo tripeptideos). O nome do nwéto

provém do fato de que a uréia aquecida a°@8fara
reacdo positiva com desprendimento de aménia:
~NHp
0=C__ NH2
noH =l
N—H
H
— NH3 +
H
o=c/ H
S NH, NHy
BIURETO
UREIA

Quando a substancia contém duas ou mdis
ligacdes peptidicas, produz uma cor azul-violeta co
reativo de biureto. Esta cor desenvolvida é demidan
complexo entre o ion cuprico e duas cadeias pepfidi

adjacentes:

das proteinas (estrutura primaria), podem-se ter

0os

diferencas fisico-quimicas individuais entre pnodsi
numa mistura, as quais podem ser utilizadas para a
Osepara(;éo e purificacdo destes compostos. Poipéxem
métodos cromatograficos podem ser baseados em
diferencas no peso molecular e/ou carga elétrica.

As proteinas sdo macromoléculas coloidais,
possuem uma camada de solvatacdo ou hidratacdo. Ao
seu redor interagem moléculas de agua, que permitem
sua solubilidade. Diversas substancias, entreoslasis
inorganicos ((NH),SO,, N&SO, e outros) podem

alterar a camada de solvatacéo de proteinas, aamcent
(“salting-in”)  ou diminuindo  (“salting-out) a
solubilidade.

As proteinas possuem estruturas espaciais bem
definidas que, segundo o nivel de complexidadeemod
ser caracterizadas como estruturas secundarigriare
qguaternaria. A funcdo biologica esta associada a
estrutura espacial, que, por sua vez, depende da
estrutura primaria (a simples disposicao dos
aminoacidos na cadeia polipeptidica). Certos agente
podem alterar a conformacdo espacial original das
proteinas, sem que ocorra alteracdo da estrutura
primaria, modificando, desta forma, algumas de suas
chamado de

propriedades biolégicas. Este efeito,

desnaturacédo, pode ser produzido pelo aumento da

12



temperatura do meio, alteracédo do pH ou pela adiedo
solventes organicos. A alteragcdo da estrutura piama

das proteinas (quebra das ligacBes peptidicasyeocd

=

por tratamento a quente (£@) em presenca de &cido

ou base forte ou através de adicdo de enzimas,

proteoliticas. Determinados agentes podem ser ssaio

na precipitacdo de proteinas, o que é utl na

desproteinizagdo de materiais bioldgicos, como |o
sangue: anions de acidos complexos (tricloroagétiqo
tanico, fosfotingstico) formam sais insollUveis orade
proteina funciona como cétion; metais pesados €¢oby
zinco, prata, mercario) em meio alcalino formam

precipitados onde a proteina atua como anion.

Os aminoéacidos componentes de uma proteipa

podem ser genericamente caracterizados se, apos

hidrélise, efetuarmos a reacdo da ninhidrina. A
ninhidrina (hidrato de tricetoidrindeno) reage com
aminoacidos produzindo cor purpura. E uma reac#o
inespecifica quanto a identidade do aminoacidajsen
reacdo dependente da presenca de grupos amimna livire
O aminoacido prolina, na verdade um iminoacido, go

reagir com a ninhidrina produz coloragdo amarela.

2. Objetivos

e Realizar reagdo especifica para detecgdo
proteinas (reacdo do Biureto);

« Realizar reacdo especifica de deteccdo (e
aminoacidos (reagao com a ninhidrina);

« Verificar a alteracdo de solubilidade de protekras

presenca de soluc8es salinas e solventes organicos;

« Verificar a acdo de agentes desnaturantes;

e Observar a separacao cromatografica (cromatografia

de exclusdo molecular) de substancias de pesgos

moleculares diferentes.

w

. Reagentes

Reagente do Biureto: Cug€em solucéo alcalina.

Solucéo diluida de proteinas.

ofS]

Solugao concentrada de proteinas.

Solucéo de ninhidrina 0,19% (P/V).

Solugao de aminoacidos.

Acido tricloroacético (TCA ) 10% (P/V).

Solucéo saturada de sulfato de amonio JNSO,.
Solucao tampéo de fosfato de sédio 0,2 M, pH 7,0.
Etanol gelado.

Resina Sephadex G-25 (faixa de separacdo PM
1000-5000 D).

Solugdo contendo compostos de diferentes pesos
moleculares (azul de dextran: 2.000.000 D, vitamina

B1,: 1355 D em tampao pH 7,0, contendo sacarose).

4. Procedimentos

sua
L]

Enumerar 12 tubos de ensaio

4.1. Reacao do Biureto:

Tubo 1 (tubo branco): colocar: 1 mL do reativo do
Biureto + 0,5 mL de agua destilada;

Tubo 2 colocar: 1 mL do reativo do Biureto + 0,5
mL da solucao diluida de proteinas;

Tubo 3 colocar: 1 mL do reativo do Biureto + 0,5
mL da solucéo de aminoacidos;

Comparar o desenvolvimento de cor nos tubos.

4.2. Reacao da ninhidrina:

Aguecer agua a 10fC

Tubo 4 (tubo branco): colocar 2 mL da solucéo de
ninhidrina + 0,5 mL de agua destilada;

Tubo 5:colocar 2 mL da solucdo de ninhidrina + 0,5
mL da solucao diluida de proteinas;

Tubo 6:colocar 2 mL da solu¢éo de ninhidrina + 0,5
mL da solucéo de aminoacidos;

Ferver os tubos de ensaio 4, 5 e 6 por 5 minutos;

Comparar o desenvolvimento de cor nos tubos.

4.4. Precipitacdo acida:
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e Tubo 7 (tubo de centrifugagolocar 1 mL de TCA

10% (P/V). + 1 mL da solucéo diluida de proteinasj

e Agitar e observar;

e Centrifugar (por 10 minutos), separando as fracd
sobrenadante e precipitado;

* Colocar 0,5ml do sobrenadante no Tubo 8;

* Adicionar 1mL do reativo do biureto ao Tubo 8;

» Adicionar tampéo ao precipitado do TuboAgitar;

e Comparar os resultados.

4.5. Efeito da adicdo de sais:

e Tubo 9 Colocar 2 mL da solucdo diluida de
proteinas + 2 mL da solugdo saturada de sulfato
amodnio. Agitar. Centrifugar a 3000rpm por 1(
minutos, separar as fracbes sobrenadante
precipitado;

e Colocar o sobrenadante no tuba 2@icionar igual
volume de TCA 10% (P/V)., agitar e centrifuga

novamente. Se aparecer algum precipitado, ten
dissolvé-lo com 1 mL de tampé&o;
* Adicionar 1 mL de tamp&o ao precipitado do tubo 1

e agitar. Verificar o que acontece.

4.6. Efeito da adicdo de solventes organicos:
e Tubo 11:colocar 1mL da solugdo de proteinas
2mL de etanol gelado (lentamente até

aparecimento de uma ligeira turvagéo).

4.7. Cromatografia em peneira molecular:

Montagem da coluna:numa coluna de vidro (aprox. 30
x 1,5 cm), colocar o gel suspenso em tampdo pH 7
deixando a extremidade inferior da coluna abertd, 3

que o gel se acame. Cuidado para ndo deixar segdr o

adicionando sempre tampdo, até que o gel est
equilibrado e acamado.

Aplicacéo da amostra:aplicar 1mL da amostra sobre g
superficie da coluna, que devera estar com cerca d

cm de tampéo sobre o gel. Como a amostra esta m

+

densa, devido a presenca da sacarose, esta sé@atépos
. sobre o gel.
Continuar adicionando o tampao e acompanhar o
hs fracionamento dos componentes da amostra, anotando

os resultados.

5. Questdes para discussao:
5.1- Explique o que ocorreu em cada etapa executada
5.2- Pelos resultados obtidos no item 4.5, podemos
afirmar que a solucdo de sulfato de amdnio saturado
precipita todas as proteinas? Por qué? Como podemos
saber se esta precipitagao é reversivel ou ndo?
e 5.3.- Pelos resultados obtidos no item 4.6, podemos
afirmar que o etanol gelado precipita todas aspmas?
Por qué? Como poderiamos comprovar isto? O
precipitado obtido (apés centrifugagdo) seria
redissolvido em tampao? Por qué?
5.4 - Qual foi a ordem de eluicdo das amostra®hma
ar (item 4.7)? Por qué?
6 - Exercicios complementares:
6.1- Vocé disp6e num laboratério de dois frascos
idénticos, porém, nao rotulados. Um deles contém
solucdo de aminoécidos e, o0 outro, contém uma &olug
de proteinas. Qual seria 0 seu procedimento para

identificar as duas solucdes e rotular os frascos?

6.2- Descrever um método que permita separar a
proteina A 6 de uma mistura que contenha seis
proteinas, sabendo-se que: a) as proteina8 tlg3ne 5
precipitam pelo sulfato de aménio a 40% de sataraca
b) as proteinas d€’n, 2, 4 e 6 precipitam pelo etanol
gelado; c) as proteinas d& 3, 5 e 6 precipitam pelo
Lia sulfato de amdnio a 75% de saturacdo; d) os pontos
isoelétricos das proteinas 1 e 3 sdo iguais a 6,83
proteina 2 é 7,2; o das proteinas 4 e 6 se igualéyB e

o da proteina 5 é 6,8.

1%

ais
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6.3- Num extrato biolégico existem horménios prodéi com o0s seguintes resultados: a) rea¢édemente

e isoenzimas, que devem ser isolados da maneis mai positiva para o biureto €racamente positiva para
pura possivel para uso posterior. Vocé dispde Hatcu ninhidrina; b) a adicdo de acido forte gelado aqras

de amobnio, TCA, etanol, resinas cromatogréficas, neutralizacdo do pH, ndo alteraram os resultados do
equipamentos cromatogréaficos e de eletroforese. Que item anterior; c) Com a adicdo de acido forte antpie
métodos vocé poderia utilizar? Explique o seu [jpinc (10C°C por 2 h) e posterior resfriamento e neutralizacdo
e como executd-lo. Que métodos ndo poderiam ser do pH , a reacdo da ninhidrina foi positifar{emente

utilizados? positiva). Interprete e explique estes resultados.

6.4- Uma solucdo a 1% de hormonio anti-diuréticp

(nonapeptidio) foi submetida aos tratamentos abaixo
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PRATICA N°4 - CINETICA ENZIMATICA

1. Introducéo

Enzimas sdo catalisadores biolégicos: aceleaam
velocidade das reacdes quimicas, diminuindo a ener
de ativacdo. Possuem, em geral, estrutura protéi
sendo que foram descritas algumas moléculas de RI
com atividade catalitica. As enzimas ndo alteram
constante de equilibrio nem a variacdo de enengia |
das reag0es, sendo regeneradas, sob a forma bragina
final da catdlise. As moléculas reagentes s§
denominadas substratos (S) e produtos (P) séo dosnal
ao final. As enzimas sao, geralmente, bastan
especificas com relagdo aos substratos, formando
complexo com estes durante a catélise:

E+Se ESo E+P
Algumas teorias procuram explicar

especificidade: 1- teoria de Fischer (“chave-fecinat
, onde enzima e substrato seriam complementares;
teoria de Koshland do encaixe induzido, ou seja,
substrato durante a catalise se encaixa na endma;
teoria que propbe o perfeito encaixe no estado
transicdo, estado onde a barreira energética (andeg
ativacao) foi vencida.

Diversos sdo os fatores que influenciam
velocidade de uma reacdo enzimatica. Por terd

estrutura protéica, alteragées no pH, na temperana

meio reacional sdo determinantes para a velocidade
reacional.
3] A velocidade de uma reacdo catalisada pede

Ca, determinada, da

NA determinac&o do produto formado por unidade dedemp

em instantes iniciais, através
a (caso mais comum) ou através da mensuracdo do
substrato consumido por unidade de tempo. O poodut
formado pode ser medido diretamente através denalgu
lo propriedade fisico-quimica caracteristica, ou efader
uma reacao quimica com este produto produzindo um
te outro que possua propriedades apropriadas paralmedi
umUma propriedade freqientemente usada para tal im é
capacidade do produto a ser quantificado de abisorve

determinados comprimentos de onda de radiacbes

esta luminosas (0 que ndo deve, em principio, acontemer

qualquer outra substancia encontrada no meio
2-reacional), aplicando-se os principios da fotoraetri
Os de

desenvolvidos na aula pratica serdo realizados @om

0 ensaios atividade  enzimética
de enzima FOSFATASE, presente no extrato aquoso da
batata inglesa. No ensaio, a enzima catalisar@agioe

de desfosforilagdo do para-nitrofenil fosfato, Hesuwo
a na formacdo de um composto de cor amarelada em meio
0 para-nitrofenol. a atividade

m alcalino, Portanto,

enzimatica serd detectada pelo aparecimento da

forca idnica do meio reacional podem modifica-las (| coloracéo amarela no meio reacional.
vezes, até a estrutura dos substratos € alterada),
modificando, assim, a velocidade das reacdes. Coimo
esperado, a concentracdo de substrato e de ennimg n
'ONa -
02"@-0~§)0Na —~ OzN @-—OH + NazHPO4

para-nitrofenilfosfato de sédio

2. Objetivos
Avaliar o efeito de alguns fatores que interfe

concentracao de substrato e a concentracao deanzim

para-mitrofenol + fosfato de sédio

rematividade enzimatica, tais como, o tempo de maga
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3. Reagentes

¢ Substrato:

Uma batata inglesa média (cerca de 110g).
para-nitrofenilfosfato de sédio 1mM

(solucéo fresca).
* NaOH 0,02N.
» Liquidificador.

4. Preparo de fracdo com atividade de fosfatase

alcalina

+ Descascar a batata;

« Homogeneizar a batata descascada em 200mL |de

agua, usando um liquidificador;

«  Filtrar o homogeneizado em algodéo.

5.1. INFLUENCIA DO TEMPO DE REAGCAO

IMPORTANTE : O homogeneizado deve ser usado

no prazo maximo de 30 minutos.

5. Procedimentos

Enumerar os tubos de ensaio que seu grupo vai usatr;
Colocar sempre os reagentes na mesma ordem em
todos os tubos;

(@) HOMOGENEIZADO DEVERA _SER
ADICIONADA SEMPRE POR ULTIMO .

ApOs adicionar o homogeneizado, agite a mistura
suavemente;

A incubacao sera realizada a temperatura ambiente.

TUBO SUBSTRATO | AGUA HOMOGENEIZADO Tempo apés a adicao _de 2mL de
(mL) (mL) (mL) NaOH 0,02N (min)
1 3,0 2,0 0,5* 0
2 3,0 2,0 0,5 2
3 3,0 2,0 0,5 5
4 3,0 2,0 0,5 10
5 3,0 2,0 0,5 20
6 3,0 2,0 0,5 30

*Adicionar 2mL de NaOH 0,02N antes da adi¢cdo do dgemeizado (SOMENTE NO TUBO 1)

* Observe a cor desenvolvida em todos os tubos.

* Anote os resultados.

5.2. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DA ENZIMA

TUBO | SUBSTRATO (mL) A(%LE)A HOMO(?E'C')EIZADO
7 3,0 1,0 0,0
8 3,0 0,9 0,1
9 3,0 O,5 0,5
10 3,0 0.0 20

e Ap6s 5 minutosde reacao, adicione 2mL de NaOH 0,02N em cada tubo

e Observe a cor desenvolvida nos tubos (7-10). Anaie resultados.
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5.3. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO. (curv a[S] x velocidade da reagéo)

TUBO SUBSTRATO SUBSTRATO AGUA HOMOGENEIZADO (mL)
UM (mL) (mL)
11 0,0 0,0 5,0 0,5
12 54,5 0,3 4,7 0,5
13 163,0 0,9 4,1 0,5
14 272,0 1,5 3,5 0,5
15 545,0 3,0 2,0 0,5
16 909,0 5,0 0,0 0,5
e Ap6s 10 minutosde reacao, adicione 2mL de NaOH 0,02N em cada tubo
e Observe a cor desenvolvida nos tubos (11-16). Anaie resultados.
6. Questdes para discussao:
TUBO ENZIMA
6.1- Por que a enzima (homogeneizado) s6 deve fer (mL)
adicionada por ultimo? ; 8‘21
6.2- Como séo fixadas as condi¢cBes de dosagem ae ym 3 016
determinada enzima em condi¢des 6timas? 4 0,8
5 0,8

6.3-Explique os resultados de cada item.

7. Exercicios complementares

7.1- A variagdo da velocidade de reacdo de umananzi
em funcao de sua concentracéo foi analisada efnos tu
conforme o indicado na tabela abaixo. Cada tul

recebeu 0,8 mL de uma solucdo de substrato 0,0 5anM

enzima usada (E) estava contida num homogeneizgdo

hepético a 10g% e na tabela abaixo estao indicaslos
volumes deste homogeneizado adicionado a cada tu
O volume final em cada tubo foi 0 mesmo, ajustamto ¢
tampdo apropriado. Ao final de 30 minutos de reagadg
quantidade de produto formado foi igual em todos (
tubos, exceto no tubo 5 que foi mantido®& @urante
toda a experiéncia. Com estas informacdes, discuta:
a) o fato de ter sido obtida a mesma quantidade
produto nos quatro primeiros tubos;

b) sem alterar o tempo de reacdo, como seria @bssi
aumentar a quantidade de produto formado ness

quatro tubos?

bo

S

de

v

es

) 0 que teria acontecido no tubo 5?

7.2 - Ao estudar-se “in vitro” a cinética da reag@ide a
formacéo do produto P (fumarato), a partir do gabst
S (succinato) é catalisada pela enzima E (succinato
desidrogenase) verificou-se que:
I) ndo sendo possivel obter-se a enzima pura, $sou-
sempre, um mesmo volume do mesmo extrato celular;
Il) a quantidade de substrato inicial estava erairig
excesso; lll) o pH tinha sido previamente estudado
escolheu-se aquele que proporcionava 0 maximo de
atividade enzimatica; IV) a formacédo de produtscesl
entre o instante zero (inicio da reacéo) até 2@Qitmsnda
reacdo; V) a partir do 20minuto de incubacdo, a
velocidade de reacdo medida pela quantidade de
produto formado por minuto, diminuiu.
VI) todas as observagBes acima foram obtidas em
temperatura 6tima de reacao.

Pede-se: discutir os fatores, dentre aqueles
analisados, que poderiam acarretar a diminuicdo da

velocidade a partir do 2@ninuto de incubagio.
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PRATICA N°5 — URINALISE

1. Introducéo

Os rins desempenham suas fungdes mg
importantes ao filtrarem o plasma sangliineo
removerem as substancias do filtrado em quantidad
variaveis, dependendo das necessidades do corpm. A
disso, eles “depuram” as substancias indesejaweis
filtrado (e, portanto, do sangue), ao excreta-tasnna,
devolvem ao as substanc

enquanto sangue

indispensaveis ao metabolismo. A intensidade (
excrecdo de diferentes substancias na urina rejeeae
soma de trés processos renais: filtracdo glomerul
reabsorcdo de substancias dos tubulos renais par
sangue e secrecdo de substdncias do sangue par

tabulos renais.

A urina normal é essencialmente composta {
agua, tem coloracao variavel entre o incolor e arato
(dependente da dieta, atividades fisicas e prilmgrge
da ingestao de agua), e carreia substancias decéxcr
resultantes do metabolismo do organismo. Todo &&ng
ao passar pelos rins, é filtrado ou depurado, etindo
seus catabdlitos, que sdo veiculados pela ag

Entretanto, podem aparecer na urina element
anormais, como: albumina, glicose e altas quargisiad
de corpos cetbnicos, sais e pigmentos biliarg

(urobilinogénio e urobilina). A analise da urinarfece

valiosas informac6es no diagnéstico de doencasstena

das vias urinérias, do trato genital e até de dweng

sistémicas.

Esta pratica refere-se a dois dos exames de rot
de urina, através dos quais é possivel observar
metabolismo anormal envolvendo algumas substanc

como a glicose e os corpos cetdnicos.

Em condi¢bes normais, ndo aparece glicose

urina em quantidade detectavel pelos reagent

convencionais, visto que, praticamente, toda aosgfic

filtrada é reabsorvida pelos rins. Entretanto, goaa

lis

carga filtrada excede a capacidade de reabsorcdo da
e . N oL . .
glicose, a sua excrecdo urinaria se da em nivel
es . ~

detectavel. Um grande aumento da concentracéo

plasmatica de glicose, capaz de elevar a carga de
d . N . . :
filtracdo renal acima de 320 mg/minuto, ocasiona a
excrecdo do excesso de glicose na urina. A glicose

as » s . ,
plasmatica no individuo sadio quase nunca ficaaelav

le .- ~ .
o suficiente para causar a sua excrecao pela ukina.
glicosuria (presenca de glicose na urina) poder esta

ar : -
relacionada a varias causas, como, por exemplrefat

g 0endécrinos, hepaticos, neuroldgicos e alimentaxes.

? OFiabetes mellitusmdo-controlado, o nivel plasmatico de
glicose pode atingir valores elevados, com consgglie
excrecao urindria desta ose. A presenga de glicase
urina pode ser evidenciada através da reducaadralcal
pelo cobre. Portanto, utiliza-se para a pesqusa d

glicose na urina o reagente de Benedict, que dernds

[ ==

uma solucao de sulfato de cobre em um meio alcalino

Os chamados corpos cetdnicos (acetoacetato,

" acidoB-hidroxibutirico e acetona), quando presentes em

PS niveis elevados na urina, indicam um quadro derjeju

severo e prolongado adiabetes mellitusédo tratado.

S Em condi¢cBes normais, o acido acetoacético e macid
B-hidroxibutirico que entram na corrente sangliré&a s
transportados, tdo rapidamente, para os tecidessups
concentragdes plasmaticas, combinadas, raramente se
elevam acima de 3 mg/dL. Os corpos cetbnicos séo

naliberados do figado e transportados até as células.

0 Todavia, as células séo limitadas, quanto a queateid

as de corpos cetdnicos que podem oxidar, devido awari
razdes, dentre as quais pode-se destacar a qusntida

4 Oxaloacetato que € necessario para iniciar a ckalde

es Acetil-CoA no ciclo do acido citrico. Os corpos

cetbnicos no sangue e na urina podem atingir niveis
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extraordinariamente altos, provocando uma condic

conhecida como: cetonemia e cetondrid
respectivamente. A pesquisa de corpos cetbnicos
urina é realizada através do reagente de Imbete E
reativo € de uma solucdo de nitroprussiato de séwhio

acido acético glacial.

2. Objetivo

Analisar amostras de urina, quanto a presenca

auséncia de glicose e de corpos cetbnicos.

. Reagentes
8,5 mL de urina.
2,5 mL de Reativo de Benedict ( CuS@itrato de
sédio e NaCOs).
1 mL de Reativo de Imbert ( nitroprussiato de sédi
e acido acético glacial).

3 mL de NHOH 10% (p/v).

. Procedimentos

I

.1. Pesquisa de Glicose

colocar 2,5 ml do Reativo de Benedict em um tub
de ensaio;

depositar 4 gotas de urina limpida;
misturar e levar ao banho-maria até entrar e
ebulicao;

deixar esfriar espontaneamente (aproximadamer
15 minutos);

observar a coloragao do liquido.

& verde (qualgquer tom) com positivo +

\ precipitado amarelo

n& castanho ou marrom positivo ++
vermelho tijolo positivo +++

4.2. Pesquisa de Corpos Cetbnicos

colocar 8 ml de urina em um tubo de ensaio;

adicionar 12 gotas do Reativo de Imbert e misturar;

ou

inclinar o tubo e com o auxilio de uma pipeta, deix
escorrer pelas paredes do tubo aproximadamente 3
ml de NH,OH 10%, lentamente, de tal maneira que
os dois liquidos ndo se misturem;

observar a superficie de contato entre os dois

liquidos.

o RESULTADOS
Nenhuma alteracéo ocorrida negativo
Presenca de um anel violeta positivo

5- Questdes para Discussdo
(o]

5.1- Comente (sucintamente) a participacdo dos
hormdnios: adrenalina, cortisol, glucagon e insuli
n controle da glicemia, envolvendo as vias metabslea

0S seus mecanismos de acao.
te 5.2- Por que em condicbes de jejum severo e

prolongado ou o diabete melito ndo compensado pode

acarretar uma cetonemia e consequente cetondria?

5.3- Conceitue e diferencie (metabolicamente):

“diabetes insipidus’e “diabetes mellitise “diabetes

renallis”.

RESULTADOS
cor inalterada (azul) negativo
verde-azulado ou verde tracos
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PRATICA N°6 - ISOLAMENTO DE DNA DE CELULAS DE CEBOLA

1. Introducéo
Nos organismos eucariontes e procariontes|a

informacdo genética esta localizada nas molécuas |d
acido desoxirribonucléico (DNA), que sdo polimedes

nucleotideos, nos quais 0 aclUcar é a desoxirrifOse,
DNA esta localizado principalmente no nicleo dos

eucariontes, associado com proteinas (principanemnt

histonas) e dentro de organelas como mitocdndriag e

cloroplastos.
Os métodos utilizados para a deteccao |e
dosagem do DNA celular nuclear de eucariontes (ois
de cloroplastos e mitocdndrias ndo é em geralctigte
pelas técnicas rotineiras) implicam no rompimerds d

membranas citoplasmatica e nuclear. Neste expetiomer

o0 rompimento das membranas plasmatica e nuclear ser

realizado com o tratamento do detergente anibni¢co
duodecil sulfato de soédio (SDS). Os tratamentos cgm

detergentes, ibnicos ou ndo, sdo largamente atilzaa

solubilizacdo de proteinas e lipideos de membrana.

Nestes processos de solubilizagdo por detergesdes,
formadas micelas, que consistem de proteinasjdigp&l
detergentes. O tratamento das células com u
concentracdo relativamente alta de SDS resulta
rompimento das membranas celulares com |a
consequente liberacdo das nucleoproteinas. A atieid
da enzima digestiva (DNAase) sera inibida pela algiio
EDTA em meio alcaline- que altera pH e quela os ions
divalentes necessérios a acdo da DNAase. A adigéo|d
etanol sobre a fase aquosa, contendo os acidaSicog!
dissolvidos, resultara na precipitacdo destes, verm
gue o etanol diminui a constante dielétrica da Agua
promovendo uma menor solubilizacdo das moléculas
DNA.

Nas técnicas de biologia molecular, o DNA
deve estar livre de proteinas, para isto, estasndeer

extraidas. Normalmente, esse procedimento é rdaliza

na

no

de

utilizando-se

isoamilico,

uma solucdo de cloroférmio/alcool

que desnatura as proteinas e, apoés

centrifugacao, estas sdo retiradas da solucao de DN

2. Objetivo

Isolar DNA de células de cebola.

3. Material

Cebola.
Solucéo salina-EDTA:
NaCl 0,15 M
EDTA 0,1 M (pH=8,0).
SDS 2% (P/V).
Etanol absoluto 95%.
Solucéo Tris-EDTA (TE)*
10 mM Tris.Cl, 1 mM EDTA - pH 7,5.

Obs:

*Esta solugdo mantém a forga idnica, dissolvendo o

DNA, além de quelar ions divalentes, necessarios pa

acdo da DNase.

4. Procedimentos

Cortar 5 g de cebola (fatia fina e bem picotada);
Colocar a cebola picada em um tubo Falcon de 15
mL;

Adicionar 2.5 mL de solucédo salina EDTA;

Adicionar 1.0 mL de SDS 2%;

Macerar a cebola com ajuda de um bastdo de vidro
durante 5 minutos;

Filtrar a solucdo com gaze para retirar os fragogent
de cebola;

Colocar o filtrado em um tubo de vidro;

Adicionar, lentamente, com pipeta, 4 mL de élcool

etilico 95% de modo que os dois liquidos ndo se
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Desproteinizacdo — (Nao realizada durante a aula

pratica):

misturem. Notar que na interface, forma-se ufn

material insolUvel filamentoso, o DNA;

v

Introduzir um bastdo até a regido de interface.
Imprimir-lhe um movimento circular e verificar que
0 material filamentoso ira aderir ao mesmo;

Retirar o bastdo e dissolver o precipitado a ele

aderido em 2 mL da solucdo de Tris-EDTA.

PBASTAO DE VIDRO

FIBRAS DE DNA ETANOL

FASE AQUOSA

Apés a dissolucdo do DNA, adicione igual volume
(2 mL) da mistura de cloroférmio:alcool isoamilicq

24:1 (VIV), e agite vigorosamente por 30 minutos;

—

Centrifugue a emulséo resultante a 3000 rpm durante
10 minutos;

A emulsédo seréa separada em 3 camadas;

T LI TT7

FASE AQUOSA
{DHA + RNA)

INTERFACE
(PTN COAGULADA)

CLOROFORMIO

EXTRATO CELULAR  MISTURADOCOM  CAMADAS SEPARADAS
~ CLOROFORMIO E POR CENTRIFUGAGAO
SOLUCAO DE ALCOOL AMILICO

DNA

e A camada superior (aquosa) contém os dois tipos de
acidos nucléicos (DNA e RNA) que devem

coletados para posterior utilizacao.

5. Questbes para discussao:

5.1 - Qual a fun¢do da solucao de SDS?
5.2 - Ao romper a célula e, também, suas organedda,

técnica descrita acima, 0 DNA nédo seria degradado p

enzimas lisossomais?
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