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Bioquimica: EPFB - teoria
Profa. Giselle Cerchiaro

1. Descricao das atividades didaticas

Todo o conteddo serd disponibilizado no ambiente virtual Google Classroom com acesso usando o e-mail da universidade.

https://classroom.google.com/u/1/c/MTQ4MTQ4NzcOMTU4

O contetudo tedrico da disciplina serd composto por aulas sincronas todas quintas-feiras, que serdo gravadas e disponibilizadas na
plataforma google classroom. As aulsa sincronas (cronograma) serdo ministradas por meio da ferramenta Meet nos dias descritos no
mapa de atividades por semana mas que serdo gravadas e disponibilizadas para os estudantes no ambiente virtual.

Semanalmente serdo solicitadas atividades que deverdo ser postadas no ambiente virtual Google Classroom, e fardo parte da
avaliacao final

Os atendimentos poderao ainda ocorrer de maneira assincrona por e-mail.

2. Processos de avaliacao

As atividades semanais deverdo ser submetidas por cada aluno via Google Classroom. Essas atividades contabilizardo no conceito final
da disciplina e os alunos terdo pelo menos 72 horas para entrega-las.

O estudante devera ainda entregar um trabalho escrito na avaliacdo final com o valor até 50% do conceito final, tendo 72 horas para
realiza-lo. O conceito desta avaliagdo sera analisado juntamente com os conceitos das atividades.

3. Frequéncia

A frequéncia das aulas remotas sera contabilizada a partir da entrega das atividades de cada tema.



4. Plano de Ensino - mapa de atividades

Disciplina: Bioquimica: EPFB - teoria
Docente: Giselle Cerchiaro
Quadrimestre: suplementar

Mapa de Atividades

Carga horaria total prevista teoria: 3 h (TPI: 3,2,5)

Aula/ Hora (Unidade) (Subunidade) Objetivos Atividades tedricas, recursos Atividades praticas, recursos
Semana s Tema principal Subtema especificos midiaticos e ferramentas midiaticos e ferramentas
(periodo)
Semana 1 Introducéo a Semana da Havera -Conversas com o grupo, - Reunidao com o grupo e
3 | disciplina integracao conhecimento explicando como funcionara o | conhecimento

dos estudantes
e suas
expectativas de
aprendizado

curso neste quadrimestre
suplementar

Semana 2 3 Introducdo, o | Nogdes basicas

O estudante

-Leitura do capitulo 1 do livro

-Férum semanal de discusséao

que é vida de bioquimica, |devera entender | Voet no horério da aula semanal da
como esta como € a -Videoaula disciplina com link a ser
estruturada a organizagao do enviado pelo GoogleClassrom.
vida na terra sistema celular -Exercicios indicados pela
na manutencgao professora ao final de cada
da vida videoaula
Semana3| 3 [Agua, Entendimento Relembrar -Leitura do capitulo 2 do livro | -Férum semanal de discusséo
Interacdes da estrutura interacdes Voet no horério da aula semanal da




intermolecular

molecular da

intermoleculares

-Videoaula

disciplina com link a ser

es e tampdbes | agua, , € aprender a enviado pelo GoogleClassrom.
interagGes preparar -Exercicios indicados pela
intermoleculare | tampdes professora ao final de cada
s e tampoes videoaula
celulares
Semana 4 Termodinamic | Entendimento Aprender como | -Leitura do capitulo 3 do livro | -F6rum semanal de discussao
a aplicada a da a vida se Voet no horario da aula semanal da
bioquimica termidindmica organiza -Videoaula disciplina com link a ser
aplicada a vida [ termodinamicam enviado pelo GoogleClassrom.
ente -Exercicios indicados pela
professora ao final de cada
videoaula
Semana 5 Aminoéacidos e | Entendimento Aprender como | -Leitura do capitulo 4, 7, 8 e 9 | -F6rum semanal de discussao
proteinas de estrutura as proteinas se | do livro Voet no horério da aula semanal da
primaria, organizam em -Videoaula disciplina com link a ser
secundaria, seres vivos enviado pelo GoogleClassrom.
terceéria e -Exercicios indicados pela
quaternaria de professora ao final de cada
proteinas videoaula
Semana 6 Enzimas e Entendimento Aprender sobre | -Leitura do capitulo 13, 14 e | -F6rum semanal de discussao
cinética do catalise 15 do livro Voet no horario da aula semanal da
enzimatica funcionamento | enzimatica e -Videoaula disciplina com link a ser
de enzimas e enzimas enviado pelo GoogleClassrom.
cinética -Exercicios indicados pela
enzimatica professora ao final de cada
videoaula
Semana 7 Hemoglobina | Entendimento Aprender a -Leitura do capitulo 8 e 10 do | -Férum semanal de discussao
e colageno do estrutura e livro Voet no horario da aula semanal da

funcionamento

fungbes da

-Videoaula

disciplina com link a ser




da
Hemoglobina e
colageno

hemoglobina

enviado pelo GoogleClassrom.
-Exercicios indicados pela
professora ao final de cada
videoaula

Semana 8 Aclcares Entendimento Aprender sobre | -Leitura do capitulo 11 do -Férum semanal de discussao
da estrutura de | estrutura e livro Voet no horério da aula semanal da
acucares funcoes de -Videoaula disciplina com link a ser

acucares enviado pelo GoogleClassrom.

biologicos -Exercicios indicados pela
professora ao final de cada
videoaula

Semana 9 Lipideos Entendimento Aprender sobre | -Leitura do capitulo 12 do -Férum semanal de discusséo
da estrutura de | estrutura e livro Voet no horério da aula semanal da
lipideos funcoes de -Videoaula disciplina com link a ser

lipideos enviado pelo GoogleClassrom.
biologicos -Exercicios indicados pela
professora ao final de cada
videoaula
Semana Acidos Entendimento Aprender sobre | -Leitura do capitulo 5e 7do | -Férum semanal de discussao
10 nucleicos da estrutura e estrutura e livro Voet no horario da aula semanal da
fungéo de fungbes de -Videoaula disciplina com link a ser
acidos acidos nucleicos enviado pelo GoogleClassrom.
nucleicos:DNA -Exercicios indicados pela
e RNA professora ao final de cada
videoaula
Semana Introducdo ao | Uma introdugéo | Introdugéo ao -Leitura do capitulo 16 do -Férum semanal de discussao

11

metabolismo

ao metabolismo

metabolismo

livro Voet
-Videoaula

no horario da aula semanal da
disciplina com link a ser
enviado pelo GoogleClassrom.
-Exercicios indicados pela




professora ao final de cada
videoaula
Semana 3 | Avaliagéo Avaliacao com trabalho a ser
12 Final entregue
Semana 3 | Recuperacgéo Avaliacao com questionario a
13 ser respondido e entrega de
trabalho

Feedback, comunicagao e avaliacao:

O estudante sera avaliado com base na participagao nos féruns de discussao, na entrega
dos exercicios pedidos e na avaliacio final, na forma de um trabalho escrito a ser
entregue.
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CRONOGRAMA 2020 - QUADRIMESTRE SUPLEMENTAR

SEMANA ATIVIDADE

13/fev Apresentacao da Disciplina. Prética Introdutéria de Pipetagem.

20/fev PRATICA 1 Propriedades fisico-quimicas relacionadas a estrutura e
polaridade da 4gua.

27/fev PRATICA 2: Aminoécidos: estudo da estrutura e propriedades dcido-base.

05/mar PRATICA 3: Espectrofotometria — Conceitos e Aplicagdes

12/mar Discussao dos experimentos

19/mar PRATICA 4: Desnaturagdo proteica e atividade enzimatica

26/mar PRATICA 5: Propriedades de Surfactantes e Lipideos .

02/abr PRATICA 6: Carboidratos: estrutura e propriedades.

09/abr Nao havera atividade.

16/abr Discussao dos experimentos

23/abr Avaliacao de laboratorio. Poderd ser ;fealizada em sala de aula a ser
reservada pelo(a) docente de laboratorio da turma.

30/abr *Avaliacao substitutiva de laboratério (prova escrita) *Vistas de Provas

07/mai Recuperacao

*Somente em caso de falta justificada (Resolucdo ConsEPE 181). O (A) docente de laboratério
reservara o(s) local(is) de aplicacdo da(s) prova e informara a(s) turma(s) com antecedéncia.

As aulas praticas nao serao repostas em caso de falta.



SEGURANCA E NORMAS DE TRABALHO NO LABORATORIO

Leia integralmente o Guia de Seguranca, Experimentos e Atividades (3°d.) da disciplina de Base
Experimental das Ciéncias Naturais. Destacam-se:

Seguranca

* Conheca a localizag¢ao dos chuveiros de emergéncia, extintores e lavadores de olhos.

* Use sempre avental, mantenha os cabelos presos e use cal¢ados fechados, mesmo na
aula reservada para o preparo da pratica seguinte;

* Os 6culos sao obrigatérios!

e Usar a capela sempre que possivel;

* Nunca pipete com a boca, ndo cheire, nem experimente os produtos quimicos;

¢ Comes e bebes, so fora do laboratorio;

* Consulte o professor cada vez que notar algo anormal ou imprevisto;

e Comunique qualquer acidente, por menor que seja ao professor;

* Se utilizar chama, mantenha longe de qualquer reagente!

* Nunca brinque no laboratério;

* Evite o contato de qualquer substincia com a pele;

* Nunca aqueca o tubo de ensaio, apontando a extremidade aberta para um colega ou para
si mesmo.

e Cuidado ao aquecer vidro em chama: o vidro quente tem exatamente a mesma aparéncia
do frio.

Procedimentos gerais

* Sigarigorosamente as instrug¢des fornecidas pelo professor.

* Pesquise sempre a toxicidade dos reagentes antes das préticas.

* Nunca abra um recipiente de reagente antes de ler o rétulo.

» Evite contaminar reagentes, nunca retorne o excedente aos frascos de origem.

* Adicione sempre dcidos a 4gua, nunca dgua a 4cidos.

* Nao coloque nenhum material s6lido dentro da pia ou nos ralos.

* Nao coloque residuos de solventes na pia ou ralo; ha recipientes apropriados para isso.

¢ Nio atire vidro quebrado no lixo comum. Deve haver um recipiente especifico para
fragmentos de vidro.

» Verifique se as conexdes e ligagdes estdo seguras antes de iniciar uma reacao/destilagcdo

* Ao terminar a pratica, lave o material utilizado e deixe-o em ordem.




BIBLIOGRAFIA
Bdsica
LEHNINGER, A.L.; NELSON, D.L.; COX, M.M. Principios de bioquimica. 4ed. SP: Sarvier, 2006.
1202 p.
VOET, D.; VOET, J.G. Bioquimica. 3 ed. Porto Alegre: Artmed, 2006, 1596 p.
BERG, J. M.; TYMOCZKO, J.L; STRYER, L. Bioquimica, 5 ed., Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2004.
KOOLMAN, J.; ROEHM, K. H. Color Atlas of Biochemistry 2012, 3rd Edition ISBN:
9783131003737

Complementar

BERG, J.M.; TYMOCZKO, J.L.; STRYER, L. Biochemistry. 6.ed. New Jersey: John Wiley, 2006.
1026 p.

MARZZOCO, A.; TORRES, B.B. Bioquimica Bésica. 3 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2007.
386 p.

CHAMPE, P.C; Harvey, R.A.; Ferrier, D.R. Bioquimica ilustrada, 3 ed., Porto Alegre: Artmed, 2006.
533 p.

DEVLIN, T.M. Textbook of biochemistry with clinical correlations, 6.ed., New Jersey: WileyLiss,
2006. 1208p.

FERREIRA, C.P.; JARROUGE, M.G.; MARTIN, N.F. Bioquimica Bésica. 9 ed. SP: MNP Ltda, 2010.
356 p.

GARRETT, R.H.; GRISHAM, C.M. Biochemistry. 3.ed. Belmont: Thomson, 2005. 1086 p.
(International Student edition).

KAMOUN, P.; LAVOINNE, A.; VERNEUIL, H. Bioquimica e biologia molecular. RJ: Guanabara
Koogan, 2006. 420 p.

VOET, D.; VOET, J.G. Biochemistry. 3.ed. New Jersey: John Wiley, 2003. 1590 p.

VOET, D.; VOET, J.G.; Pratt, C.W. Fundamentals of biochemistry: life at the molecular level. 3ed.,
2008. 1099 p.

Informacdes técnicas (propriedades fisicas, toxicidade, preco, nomenclatura)
1. CRC Handbook of Chemistry and Physics

2. Sigma-Aldrich - www.sigmaaldrich.com

3. IUPAC Gold Book - http://goldbook.iupac.org/

4. Merck Index

Bases de Dados/Referéncias
1. The Web of Science (www.isiknowledge.com)
2. SciELO - Scientific Electronic Library Online (www.scielo.org)



CRITERIOS DE AVALIACAO

Os conceitos a serem atribuidos ao longo da disciplina estardo de acordo com os critérios contidos no Sistema
de Avaliacdo do Processo de Ensino e Aprendizagem, parte do Projeto Pedagdgico do BC&T.

Conceito Desempenho
A Desempenho excepcional, demonstrando excelente compreensido da disciplina e do uso do
conteddo.
B Bom desempenho, demonstrando boa capacidade de uso dos conceitos da disciplina.

Desempenho minimo satisfatério, demonstrando capacidade de uso adequado dos conceitos
C da disciplina, habilidade para enfrentar problemas relativamente simples e prosseguir em
estudos avancados.

Aproveitamento minimo ndo satisfatério dos conceitos da disciplina, com familiaridade
parcial do assunto e alguma capacidade para resolver problemas simples, mas demonstrando
deficiéncias que exigem trabalho adicional para prosseguir em estudos avancados. Nesse caso,

D p . . oo
o aluno € aprovado na expectativa de que obtenha um conceito melhor em outra disciplina,
para compensar o conceito D no cdlculo do CR. Havendo vaga, o aluno poderd cursar esta
disciplina novamente.

F Reprovado. A disciplina deve ser cursada novamente para obtencao de crédito.

(0} Reprovado por falta. A disciplina deve ser cursada novamente para obtengdo de crédito.

«  DETERMINACAO DO CONCEITO FINAL NA DISCIPLINA
A atribui¢do dos conceitos tedrico e prético serd feita de acordo com a proposicdo de cada
docente responsavel por cada uma das turmas da disciplina.

A determinacdo do conceito final na disciplina envolverd a relacdo entre os desempenhos
obtidos nas partes prética (Lab) e tedrica (Teo) da disciplina, conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Determinac¢ao do Conceito Final a partir dos conceitos Teérico (CT) e Pratico (CP):

Teoria (CT)
Conceito |[A |B [C |D |F
A A B |B |C|F
s - B A|B |C|C|F
g3 C B |B|C|D]|F
e D C|C|C |D|F
F F |F |F |F |F

Atengdo: para cada avaliagdo ndo realizada serd atribuido conceito “F”. Em caso de falta
justificada, o aluno realizard uma prova escrita substitutiva com o mesmo contevido da avaliacdo ndo
realizada (Resolugdo ConsEPE UFABC n. 181, de 23/10/14).

Para ser considerado aprovado na disciplina, o aluno deverd cumprir, simultaneamente, as
seguintes condigoes:

e 1) ter comparecido, no minimo, a 75% do total das aulas da disciplina (teoria e laboratério);



* 2) obter, no minimo, o conceito final “D” na disciplina.

RECUPERACAO

A avaliacdo de recuperacdo (exame) sera uma prova escrita a ser realizada no dia
18.12.2018 em local e horario a serem combinados com o(a) professor(a) da teoria.

A avaliacdo de recuperacdo (exame) poderd envolver todos os conhecimentos explorados na
disciplina (aulas tedricas e de laboratorio) e € destinado ao discente que for aprovado com Conceito
Final D ou reprovado com Conceito Final F.

O(A) aluno(a) que obtiver conceito final D e tiver interesse em realizar o exame de
recuperacdo deverd informar o(a) professor(a).

A determinacdo do novo conceito final na disciplina envolverd a relacio entre os desempenhos
obtidos na avaliagdo de recuperacdo (exame) e o conceito final obtido na disciplina durante o
quadrimestre (CF), conforme tabela abaixo (tabela 2).

Tabela 2: Determinacao do Novo Conceito Final a partir do conceito final obtido durante o
quadrimestre (CF) e o conceito obtido na avaliacao de recuperacao (Exame):

Exame
Desempenho |[A |B |C |D | F
D B | B |C|D
CF F C|C|D|D




PRATICA 1: ESPECTROFOTOMETRIA — CONCEITOS E APLICACOES
1.1. INTRODUCAO

O termo medida fotométrica foi definido originalmente como o ato de medir a intensidade da
luz, independente do comprimento de onda (energia). A maioria dos instrumentos tem, contudo,
mecanismos para isolar uma faixa estreita de comprimentos de onda do espectro. Os instrumentos que
usam filtros para esse propodsito sdo referidos como fotometros de filtro ou colorimetros e os que
utilizam prismas ou grades de difracdo sdo chamados de espectrofotometros.

Comprimento de onda refere-se a distancia entre dois picos da propagacdo da luz que ocorre na
forma de onda, e essa distancia normalmente € dada em nanometros (nm). A radiacdo eletromagnética
inclui desde a energia radiante dos comprimentos de onda curtos dos raios y aos comprimentos de onda
longos das ondas de radio. O termo [uz é usado para descrever a energia dos comprimentos de onda
visiveis ao olho humano e aqueles limitrofes. O olho humano é capaz de detectar comprimentos de
onda entre 380 e 750 nm, entretanto espectrofotdmetros sdo capazes de medir também comprimentos

de onda mais curtos (ultravioleta, UV) ou mais longos (infravermelho, IV) (Fig. 1).

300 SI.H'I 00 e o Cor Comprimento de onda Fragidncia
wiErmaliho 25 - T40 nm « S00-405 THE
i —— icarja e et = EL B0 T
Viabeta Vorde s o amanaio -- S6E5-5390 nmy - —~ _53I:I751G THz
ay = G werde . = &0 ]
Ciano
ozl
windata
Rams X Microondas
. LAl rva et Infraverimclh Cmdas de
\::I’t\.‘:::i; T T T T T T * T = T T T T T T I!:nid.m T
1ot 1! 1ot ' 1o wt 10’ 10 1ot

Fig. 1. Espectro eletromagnético evidenciando a faixa dos comprimentos de onda visiveis.
(Fonte: http://www.arq.ufsc.br/labcon/arq5656/Curso_Iluminacao/07_cores/luz_01.htm e
http://www.wordpress.com/2009/03/teoriadacor_01.jpg).

A espectrofotometria € um dos métodos Opticos de andlises mais usados nas investigagoes
bioquimicas (Fig. 2). O espectrofotdmetro é um instrumento que permite comparar a intensidade de luz
absorvida ou transmitida por uma solu¢do que contém uma quantidade desconhecida de soluto, € uma
quantidade conhecida da mesma substincia. Todas as substancias podem absorver energia radiante,
como por exemplo, a dgua que absorve fortemente na regido do IV. A absorcdo das radiacdes
ultravioletas, visiveis e infravermelhas dependem da estrutura molecular e € caracteristica para cada
substancia quimica. Quando a luz atravessa uma solu¢do de determinada substancia, parte da energia é
absorvida (absorbancia). A cor das substancias se deve a ndo absor¢do (transmitancia) de certos
comprimentos de ondas da luz branca que incide sobre elas, deixando transmitir aos nossos olhos

apenas aqueles comprimentos de ondas ndo absorvidos. Esse fenomeno pode ser usado para
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quantificagdo de substancias por meio da intensidade de absorbancia em um comprimento de onda

especifico, com base em uma curva-padrao, utilizando-se da Lei de Lambert-Beer (PUNGOR, 1995).

Obturador
Lente
. o]
Amostra [~ . Laémpada de
s 1 =, tungsténio
cs53 ; Lampada de
Fenda - deutério
Grade -
»—!A | Arranjo

‘l| dediodos

Fig. 2. Esquema optico simplificado de um espectrofotometro.

(fonte: http://www.ufpa.br/ccen/quimica/espect2.jpg)

1.1.1. Fundamentacao Tedrica

Considere um feixe de luz incidente com intensidade I, passando por uma cubeta contendo uma
solu¢do de uma determinada substancia que absorve luz de certo comprimento de onda (Fig. 3). A
intensidade do feixe de luz transmitido (I) serd sempre menor que I,, sendo que a transmitancia (T) €

definida como uma relacdo entre a intensidade da luz transmitida e a intensidade da luz incidente (Lei

de Beer).

m-_— .

— 0, I l()
I
———
I

Fig. 3. Esquema demonstrando a incidéncia de um feixe de luz em uma cubeta e sua transmitdncia.
(fonte:http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/04/Beer_lambert.png/300px-
Beer_lambert.png)

A medida que aumentamos a concentra¢ao da substancia em solugdo, a transmitancia varia em
relagdo inversa ao logaritmo da concentragdo. Em consequéncia disso, pode-se definir um novo termo,

absorbancia (A), que serd diretamente proporcional a concentracdo. Portanto,

A = -logll, = -logT

A = log I/T
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Dessa forma, a absorbancia € direta e linearmente proporcional a concentracdo. Esta varia
também de forma direta com o caminho 6ptico (didmetro interno) da cubeta, ou seja, se dobrarmos o
caminho Optico mantendo a concentragdo constante, teremos um valor de absorbancia duas vezes

maior. Essa relacdo é frequentemente referida como Lei de Lambert-Beer:

A=ab.c

onde A = absorbancia, a = constante de proporcionalidade (absortividade ou coeficiente de extin¢ao), b
= caminho Optico (em centimetros) e ¢ = concentragao.

Como os valores de A sdo adimensionais, a unidade de a sdo as reciprocas daquelas para b e c.
Quando b = 1 cm (geralmente é) e ¢ é expresso em mol.L', a constante a pode ser chamada de
absortividade ou coeficiente de extingdo molar (€, épsilon, unidade = cm™ . L.mol™) e é constante para
dado comprimento de onda, temperatura, pH, solvente, etc.

Assim, a proporcionalidade direta entre absorbancia e concentracdo pode ser usada para a
determinagdo da absortividade de uma determinada substincia em determinada condi¢do experimental
por meio de realizacdo de uma curva-padrdo. Para a construcao dessa curva, solu¢des de concentragdes
conhecidas da substancia devem ser preparadas e as absorbancias determinadas em determinado
comprimento de onda. Posteriormente, essa absortividade pode ser utilizada para quantificacdo dessa

substancia em uma solug¢do, cuja concentragdo € desconhecida (VOET & VOET, 2006).
1.2. OBJETIVO GERAL

Introduzir os conceitos de espectrofotometria ao aluno utilizando como exemplo a dosagem de
proteinas em uma amostra por método direto, ou seja, pela intensidade de absorbancia a 280 nm e pelo

método indireto do Biureto; em ambos os casos com aplicac¢do da Lei de Lambert-Beer.
1.3. PROCEDIMENTO
1.3.1. Determinagdo do Espectro de Varredura da Albumina

Pelo Método Direto, a quantificacdo da concentracdo de albumina é feita pela contribuicdo de
absorbancia dos seus residuos de aminodcidos aromaéticos (tirosina, fenilalanina e triptofano) e também
dos residuos de cistina.

a) Aquisicdo do espectro da solucdo-problema de BSA: coloque 2 mL da solucdo de BSA de

concentracdo desconhecida na cubeta de caminho 6ptico 1 cm e faca a aquisi¢cdo do espectro
em ESPECTROFOTOMETRO DE VARREDURA, na regido espectral de 240 a 320 nm,

com 1 nm de intervalo de onda.
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Observacao: Este procedimento pode ser observado no video disponivel no link:

https://www.youtube.com/watch?v=5goEpF34p I.

1.3.2. Compreendendo a Lei de Lambert-Beer
Explorar o objeto de aprendizagem sobre Lei de Lambert-Beer disponivel no link abaixo:

https://phet.colorado.edu/sims/html/beers-law-lab/latest/beers-law-lab_en.html

1.3.3. Determinagdo da concentracdo da solucdo de albumina com aplicacdo da Lei de Lambert-
Beer

Para dosagem direta de proteinas utilizam-se valores de absorbancia no comprimento de onda
de absorbancia maxima de concentra¢des conhecidas de uma solucio para a elaboracdo de uma curva-
padrdo, a partir dessa € determinado o coeficiente de extingdo molar do croméforo e entdo € aplicada a
Lei de Lambert-Beer para a quantificagcdo da substancia de interesse. Assim, voc€ deverd construir

uma curva padrao da albumina utilizando os dados da tabela a seguir (obtidos previamente por

colaboradores da disciplina em cubeta de caminho éptico de 0,1 cm) para plotar um gréafico de

absorbancia em 280 nm (eixo y) em funcdo da concentracdo de albumina em mol . L! (eixo x). A

partir desse grafico determine o valor de € em 280 nm (contribui¢do conjunta dos aminoécidos

aromaticos).

Concentracio albumina Concentracio albumina Absorbancia em

(umol.L™") (mol.L™) 280 nm

0 0

20 0,0787

40 0,1547

60 0,2443

80 0,3414

100 0,3887

120 0,4750

140 0,5426

160 0,6217

180 0,7016

200 0,7632

Amostra desconhecida 0,4289

Usando o valor de ¢ em 280 nm obtido (coeficiente angular), calcule a concentracdo de
albumina nessa solu¢@o problema, aplicando a equacdo de Lambert-Beer A =¢.C.l.

Conforme pode ser verificado, de acordo com a equagdo de Lambert-Beer (equagdo de reta), a
intensidade de absorbancia em 280 nm deve aumentar linearmente com a concentragdo de albumina. O
ajuste linear do grafico de intensidade de absorbancia (A), em 280 nm, versus concentracdes

conhecidas de albumina, em concentracao molar (C), X caminho 6ptico de leitura (1), em cm, fornece o
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valor da constante de absortividade molar (¢) do cromé6foro, no caso, a contribui¢do simultanea dos
residuos aromadticos e de cistina. Deve-se ressaltar que o aumento linear da absorbancia da albumina
em funcdo da concentracdo se restringe a condi¢cdes de concentragdes relativamente baixas nas quais
nao hd agregacdo significativa das moléculas de proteinas. A formacdo de agregados a partir de
determinadas concentragdes leva a perda da linearidade do gréafico a partir de dada concentragao, visto

que o agregado se comporta como outro cromé6foro, com propriedades distintas do mondmero.

Leituras complementares

ALMEIDA, V.V., CANESIN, E.A., SUZUKI, R.M., PALIOTO, G.F. Andlise qualitativa de proteinas em alimentos por
meio de reacdo de complexacdo do fon ciiprico. Quimica Nova na Escola, v.35, n.1, p.34-40, Fev/2013.

ZAIA, D.AM.; ZAIA, C.T.B.V.; LICHTIG, J. Determinacdo de proteinas totais via espectrofotometria: vantagens e
desvantagens dos métodos existentes. Quimica Nova,v.21, n.6, p.787-793, 1998.
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PRATICA 2. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS RELACIONADAS A ESTRUTURA E
POLARIDADE DA AGUA

1.1. INTRODUCAO

As propriedades da 4gua sdo de fundamental importincia para a vida na Terra porque
determinam a estrutura e funcdo das biomoléculas, a associacdo dessas em agregados
supramoleculares funcionais tais como as membranas biologicas, os complexos proteicos, 0s
ribossomos e 0s cromossomos. A dgua também € importante para a vida na Terra, pois regula o clima
do planeta. Além disso, o crescente desenvolvimento e novas aplicacdes da nanotecnologia e
nanobiotecnologia dependem do dominio do conhecimento sobre as propriedades da 4gua como agente
fundamental para a constru¢do e modulagao das propriedades dos agregados supramoleculares naturais
bem como os desenhados e construidos pelo homem.

A molécula de dgua possui a densidade eletronica distribuida de forma desigual na estrutura
molecular. Dentro de uma estrutura tetraédrica (Fig. 1), dois cantos do tetraedro sdo ocupados pelos
orbitais moleculares ndo ligantes (par de elétrons ndo compartilhados) do dtomo de oxigénio e os

outros dois sao ocupados pelos dtomos de hidrogénio.

)
+0,3

Fig. 1: Estrutura molecular da dgua inserida em uma estrutura tetraédrica e formula estrutural da dgua com o
valor do angulo entre os hidrogénios que se desvia do valor esperado de 109,5° do carbono tetraédrico com
hibridizacdo sp’.

Os atomos de hidrogénio na estrutura da dgua formam um angulo de 104,5°, que difere do
valor esperado de 109,5° do carbono tetraédrico com hibridizacdo sp’. Esse valor de 4ngulo entre os
hidrogénios é explicado pela regra de Bent (Bent, 1961) segundo a qual em uma molécula AX; e AXj3,
o dtomo central ligado a maltiplos grupos hibridizard de modo que orbitais com maior cardter s estardao
direcionados para substituintes eletropositivos e orbitais com maior carater p estardo direcionados para
os substituintes mais eletronegativos. Um exemplo bem conhecido € o da molécula de agua em

comparac¢do com éter dimetilico, metanol e difluoreto de oxigénio.
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Tabela 1: Angulos de ligacio entre os substituintes de diversos compostos.'

Angulo de ligaciio entre os

Composto Formula Molecular substituintes
Eter Dimetilico O« 111°
H3C CH,
/O\ - (o)
Metanol H,C H 107-109
Agua 1O 104.5°
Difluoreto de oxigénio F/O\ F 103.8°

Em adicdo, as ligagdes O-H sdo polarizadas devido a alta eletronegatividade do oxigénio.
Assim, um lado da molécula de dgua carrega uma carga parcial () de -0,6 unidades e o outro lado é
positivamente carregado de forma correspondente (Fig. 1). Essa separacao espacial entre as cargas dé a
molécula de dgua as caracteristicas de um dipolo elétrico, de tal modo que, essas moléculas se atraem
como magnetos e estabelecem ligagdes de hidrogénio (Fig. 2). Sendo assim, ao contrdrio do que
acontece com metano (CHy, Fig. 3) que ndo € dipolar (momento de dipolo 0 C.m), para vaporizar a
dgua (momento de dipolo 6,2.107° C.m) é necessdrio colocar grande quantidade de energia para
romper as pontes de hidrogénio. Disso decorre a enorme discrepancia entre os pontos de ebulicdo da
dgua ao nivel do mar (100°C) e do metano (-162°C).

5+

Ha+ /H
\O|||||||||H—O
6_

o+ 5-
o+

Fig. 2: Representacdo de duas moléculas de dgua ligadas por ligagdes de hidrogénio.

Fig. 3: Estrutura molecular do metano.

A formagdo de ligagdes de hidrogénio nao acontece somente na molécula de dgua. Este tipo de

1 Tabela extraida de HENRY A . BENT AN APPRAISAL OF VALENCE-BOND STRUCTURES AND HYBRIDIZATION IN
COMPOUNDS OF THE FIRST-ROW ELEMENTS. Chemical Reviews, 1961, Vol. 61(3), pp.275-311.
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ligacdo ocorre prontamente entre um &atomo eletronegativo (aceptor de hidrogénio, geralmente
oxigénio ou nitrogénio) e um atomo de hidrogénio ligado covalentemente a outro atomo
eletronegativo (doador de hidrogénio). Nesse sentido, biomoléculas polares ndo carregadas, como os
acucares, dissolvem-se rapidamente em 4dgua devido ao efeito estabilizador das liga¢des de hidrogénio
entre os grupos hidroxila ou o oxigénio da carbonila do agiicar com as moléculas polares da dgua. O

mesmo acontece em dlcoois, aldeidos, cetonas e compostos contendo ligacdes N-H, que formam

ligacOes de hidrogénio com a dgua.

Entre o grupo Entre o grupo Entre grupos
hidroxil de um carbonil de uma peptidicos em
dlcool e dgua cetona e dgua polipeptideos
R Re R/
I R N N—C
H (o} AN
0. H
H TH 5 H
H_N
R O

Fig. 4. Formacao de pontes de hidrogénio entre as biomoléculas e a molécula da dgua.

Além disso, por ser um solvente polar, a 4gua dissolve prontamente a maioria das
biomoléculas, que em geral, sdo compostos carregados ou polares. A dgua dissolve sais, como o
cloreto de sédio, por exemplo, pela hidratacio e estabilizacdo dos fons Na* e CI’, enfraquecendo as
interacdes eletrostaticas entre eles e, assim, neutralizando a tendéncia de se associarem em uma rede

cristalina

fon CI-
hidratado

Observe a orientacdo
néo aleatoria das
moléculas de dgua

:i\TE;.\* fon Na*t

: A
Vo ( \\_/ hidratado
. A {
&\,/ T W -

Fig. 5. Solubilizacao de moléculas polares e solvatacdo de ions pela molécula da dgua.

A polaridade da dgua a torna um excelente solvente para ions e um indutor da formacdo de
agregados supramoleculares de moléculas surfactantes. Surfactantes com uma cauda apolar, como o
dodecilsulfato de sédio (SDS, surfactante anidnico, Fig. 4) e o CTAB (brometo de N-cetil-N,N,N-
trimetilamonio, surfactante cationico, Fig. 4) quando presentes em dgua em concentragdo acima da

CMC (concentracao micelar critica) organizam-se como micelas aquosas .
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>
<
T %

Fig. 4: Estruturas do SDS (esquerda) e CTAB (direita).

b,

Surfactantes com duas caudas apolares tais como os fosfolipidios organizam-se em meio
aquoso como bicamadas e formam vesiculas uni ou multilamelares. O tipo de estrutura formada ¢é
determinado pela geometria da molécula do lipidio anfipético (Figura 6). Lipidios com uma unica
cadeia carbdnica, como sabdes de detergentes, devido a forma conica e afilada de suas moléculas,
formam, preferencialmente, micelas. Nesta estrutura esférica, as cadeias carbOnicas organizam-se no
interior, isolando-se da dgua, e os grupos polares posicionam-se na superficie externa, interagindo com

o solvente.

AN

- -—
Cavidade Aquosa

DD DN ID

:';..g\i\‘i'/}/é,i:
...7{/‘11\§..

(A) Micela (B) Bicamada Lipidica (C) Lipossomo

Fig. 6: Estruturas formadas por lipidios anfipaticos em meio aquoso. (A) Micelas sdo formadas por moléculas
de lipidios com uma unica cadeia carbonica, cadeias estas que se localizam no interior dessas estruturas. (B)
Bicamada lipidica € uma estrutura bidimensional na qual as cadeias carbonicas formam um dominio central
hidrofébico, isolando-se da dgua, exceto nas extremidades da bicamada; é a estrutura comumente formada por
lipidios anfipéticos com duas cadeias de hidrocarbonetos. (C) Liposssomo € uma vesicula oca, resultante do
fechamento de uma bicamada lipidica, dotada de uma cavidade central preenchida por solvente.

1.2. OBJETIVO GERAL
Este experimento diddtico tem como proposta fazer com que os estudantes entendam as

propriedades fisico-quimicas da 4dgua relacionadas a sua estrutura e polaridade e sua influéncia na

formacdo de agregados supramoleculares de surfactantes.

1.3. PROCEDIMENTO

1) Assistir ao video abaixo sobre as propriedades da dgua e formagdo de micelas;

https://www.youtube.com/watch?v=3jwAGWky98c

https://www.youtube.com/watch?v=NjZDTiV2s w
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2) Interagir com os objetos de aprendizagem e compreender os conceitos relacionados a
concentracgdo e solubilidade:

https://phet.colorado.edu/sims/html/molarity/latest/molarity _en.html

https://phet.colorado.edu/sims/cheerpj/soluble-salts/latest/soluble-salts.html?simulation=soluble-salts

REFERENCIAS

KOOLMAN, J.; ROEHM, K. H. Color Atlas of Biochemistry 2012, 3rd.

JUNQUEIRA, H.C., SEVERINO, D., DIAS, L. G., GUGLIOTTI, M. S. and. BAPTISTA,M. S.
Modulation of methylene blue photochemical properties based on adsorption at aqueous micelle
interfaces. Phys. Chem. Chem. Phys.(4) 23202328, 2002.

VOET, D.; VOET, J.G. Bioquimica. 3 ed. Porto Alegre: Artmed, 2006, 1596 p.

H. A. Bent. Chem Rev. 61, 275-311 (1961).

LEHNINGER, A.L.; NELSON, D.L.; COX, M.M. Principios de Bioquimica. 4 ed. Sdo Paulo:Sarvier,
2006. 1202 p.



18

PRATICA 3: PH, ACIDOS, BASES, SISTEMAS TAMPAO E AMINOACIDOS

2.1. INTRODUCAO

Embora diversas propriedades da 4gua como solvente sejam explicadas em termos da molécula
de 4gua sem carga, o pequeno grau de ionizacdo da dgua em fons H" e OH exerce papel importante
sobre os sistemas bioldgicos. Essa reacao de ionizagcdo é reversivel e pode ser descrita por uma
constante de equilibrio. As moléculas de dgua tém uma leve tendéncia de sofrer uma ionizacao

reversivel, produzindo um fon hidrogénio (préton) e um fon hidréxido:

[H*]. [OH7]
[H0]

H,O —— H* + OH™ Keq =

A partir da determinagdo experimental do valor da constante de ionizacdo da 4dgua é possivel
determinar a concentracdo das espécies H* e OH para a dgua pura, a 25°C (essa demonstracio
matematica pode ser encontrada em todos os livros de bioquimica e ndo serd demonstrada aqui). A
partir desses dados, encontramos que o somatério das concentragdes das espécies H" e OH € 1 x 10-
14, e que a concentracdo das espécies H' e OH é de 1 x 107 mol/L na 4gua pura. Calculando-se o -log
da concentracdo de fons H' podemos entdo calcular o pH da solugdio, onde o simbolo p denota
“logaritmo negativo de”. Assim, solu¢des com excesso de fons H" tém pH 4cido e com excesso de fons

OH. (ou seja, quantidade reduzida de fons H") tem pH bésico.

| I | | | | [
< 5 o I b= 9 10 11 12 13 14

Fig. 1. Escala de pH.

2.1.1. Sistemas Tampdo

Praticamente todos os processos biologicos dependem do pH. Assim, pequenas mudangas na
concentracdo de ifons H+ produzem grandes mudancas na velocidade dos processos. Um exemplo sdao
as enzimas, € muitas moléculas sobre as quais elas agem, que contém grupos ionizdveis que podem ser
protonados e desprotonados de acordo com o pH do meio circundante.

Nesse cendrio, as solugdes tampao sdo sistemas aquosos que tendem a resistir a mudancas de

pH quando pequenas quantidades de dcido (H") ou base (OH") sdo adicionadas ao meio. Um sistema
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tampao é composto por um 4cido fraco (o doador de prétons) e a sua base conjugada (o aceptor de
protons).

O tamponamento resulta do equilibrio entre duas reagdes reversiveis ocorrendo em uma
solugcdo. Sempre que H" ou OH sdo adicionados em um tamp@o, ocorre uma pequena mudanca na
razao das concentragdes relativas dos dcidos fracos e seus anions. Um decréscimo na concentracio de

um componente do sistema € equilibrado exatamente pelo aumento do outro.

8 CH3CO0~ |
7 _ —
R — [CHyCOOH] = [CH;CO0-] |
OH~ H,0 T pH 5,76
-1 Regido de
tamponamento
Acido acético  HAc Ac Acetato pH = pK, = 4,76 pH 3,76
(CH,COOH) (CH,CO0") 3 | -
|
2 | i
CH5;COOH !
H 1l I .
|
_ [H'Ac] R R R R R
K,=——" 0
[HAc] 0 0,102 0,304 0,5 0,6 0,708 0,9 1,0
OH" adicionado (equivalentes)
| L |
0 50 100%

Percentual de titulag¢do

Fig. 2. Par 4cido acético-acetato e sua curva de titulacdo. A regido em azul indica a faixa de
tamponamento, onde hd menor variacdo do pH com a adi¢d@o sucessiva de equivalentes de OH'".

2.2.2. Propriedades dcido-base dos aminodcidos

Em quimica, um aminodcido € qualquer molécula que contém simultaneamente grupos
funcionais amina e 4cido carboxilico. Em bioquimica, este termo € usado como termo curto e geral
para referir os a-aminodcidos, ou seja, dcidos carboxilicos em que as fungdes amino estdo ligadas ao
carbono O (ou carbono 2 em relagdo a carboxila). Dentre os cerca de 200 a 300 aminodcidos existentes
na natureza, somente 21 podem ser metabolizados pelo organismo humano, sendo 20 aqueles que
geralmente constituem as proteinas. Dentre estes, 8 sdo chamados aminodcidos essenciais, isto €, ndo
podem ser sintetizados pelo organismo humano, e precisam ser obtidos através de alimentos de origem
animal ou vegetal. Os outros 12 aminodcidos que geralmente constituem as proteinas sao produzidos

por grande parte dos organismos superiores € sao chamados ndo essenciais.
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Existem dois aminodcidos com cadeias laterais acidas, o acido aspartico e o acido glutimico.

Esses aminodcidos sdo geralmente chamados de aspartato e glutamato para salientar que suas cadeias
laterais tém, quase sempre, cargas negativas no pH fisiolégico. A glutamina e a asparagina sao

derivados nao carregados de glutamato e aspartato que contém uma amida terminal em vez de um

carboxilato. Sete dos vinte aminoacidos t€m cadeias laterais facilmente ionizdveis. Um atomo de
enxofre estd presente nas cadeias laterais de dois aminodcidos. A cisteina contém uma sulfidrila (-SH)
e a metionina possui um dtomo de enxofre em uma ligacdo tioéter (-S-CH3). Ambas as cadeias laterais
que contém enxofre sdo hidrofébicas. Deve-se destacar que a maioria destes aminoacidos presentes em
proteinas possui pelo menos um centro quiral definido com estereoquimica (S) com excecdo da
cisteina que € (R) e da glicina que ndo possui centro quiral (Figura 1); ainda, todos os aminoacidos
comuns em proteinas sdo frequentemente denominados L-aminoécidos, baseados na nomenclatura do
gliceraldeido (configuracdes de Fisher). Estas caracteristicas conferem a estes compostos uma grande
diversidade quimica e estrutural, permitindo que estes possam constituir uma gama enorme de
diferentes proteinas com diferentes arranjos espaciais € as mais diversas funcdes (Figura 2).Alguns
autores relatam que para formar uma proteina € necessaria uma cadeia com mais de 70 aminodcidos. Ja

os peptideos (“fragmentos de proteinas’) podem ser formados por dois ou mais aminodcidos.

Fig. 3. Esquema representativo dos diferentes niveis de estrutura proteica da hemoglobina

(LEHNINGER, NELSON & COX, 2006).

No organismo, os aminodcidos existem na forma de “zwitterion”, ou seja, compostos com

cargas positivas e negativas totalizando uma carga nula (Figura 3).

Fig. 4. Estrutura de um aminodcido na forma de “zwitterion”.



21

Quimicamente, os aminodcidos podem ser considerados como compostos anfotéricos uma vez
que podem atuar como 4cidos na presenca de bases (Equacao 1) ou como bases na presenca de acidos

(Equacao 2), seguindo a defini¢do de Bronsted.

O o}
R © R S
o+ o, T, s O,
NH2 NH2

Acido Base Base Acido

Equacao 1. Aminodcido atuando como dcido.

0 0
R & R
\HJ\OH w + 10w \‘)(J;OH w + HOq
NH, NH;
Base Acido Acido Base

Equacao 2. Aminodcido atuando como base.

Um estudo destas propriedades dcido-base pode ser realizado utilizando-se titulagdes partindo-
se de aminodcidos contidos em solugdes dcidas (com seus grupamentos amino completamente
protonados). Nestes casos, quando se adiciona base (OH ) na solu¢do, o pH aumenta gradativamente,
sendo possivel monitorar o seu valor em func¢io das quantidades adicionadas pelo uso de pHmetros ou
papel de indicador universal (0-14 unidades). Se forem langados em gréafico o volume ou niimero de
mols de base (OH ) em funcdo do pH da mistura resultante, é possivel obter algumas das propriedades
intrinsecas dos aminoacidos como o pK, (logaritmo negativo da constante de ionizag¢do) e pl (ponto
isoelétrico — logaritmo negativo do pH em que os aminodcidos estdo completamente na forma de

“zwitterion”) (Figura 4).

Titulagdo da ALANINA

14.0
12.0 2
10.0F HoN—-H
CHsz
8.01 o pH > 10
pH @® CO2
6.0r HaN——H
40F - e
pK,*=2.34 ® CO2H pH= 6
2.0p—am o 207 |HaN—-+
e N " N CHs
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 DH < 2

Equivalentes de OH"

Fig. 4. Curva de Titulacdo da Alanina.
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De uma maneira geral, quando consideramos um 4cido do tipo HA ionizado em solucio aquosa
(Equacao 3), podemos escrever a seguinte equagdo para descrever o pH do meio (Equacio 4 —

Equacdo de Henderson-Hasselbach):

HA

® S
+ H)0, H;Ouy + At

(aq)

Equacio 3. Acido de Bronsted em equilibrio aquoso.

[A°] >
[HA]

pH=pKa+10g<

Equacao 4. Equacdo de Henderson-Hasselbach.

Uma andlise simples da equacdo de Henderson—Hasselbach pode fornecer o pK, de um
determinado acido de Bronsted. Se o termo logaritmico da Equagdo 4 da for igual a O (zero), ou seja,
quando as [HA] e [A'] s@o idénticas no equilibrio, teremos que o pH do meio é igual ao pK, (pH =
PKa).

Tomando como exemplo o aminodcido alanina (Figura 4), pode-se verificar experimentalmente
que durante sua titulacdo com base surge um primeiro ponto de inflexdo na curva (ponto (I), pKa;)
onde as variacdes de pH do meio sdo muito pequenas em fun¢do das adi¢des de base. Assim, pode-se
dizer que as concentragdes relativas das espécies em equilibrio [A ]/[HA] (no caso, considere as duas
espécies de aminodcidos da Equacdo 5) ndo variam significativamente nas imediagdes deste ponto
porque o sistema estd tamponado. O ponto de inflexdo (II) é obtido numa faixa muito pequena da
variacdo da quantidade de base adicionada, caracterizando o ponto de viragem na titulacdo da fungdo
acido carboxilico (funcdo mais acidica) e neste caso o pl (ponto isoelétrico). No ponto (III), de maneira
similar ao que ocorre para o ponto (I), obtém-se o pK,, da fungao amina protonada. As Equacoes 5 e 6

descrevem os equilibrios das espécies quimicas durante as titulacoes.

0 0
K
Hsc\Hk a_ HC ©) ®
H H 3
@O @9 T 20(1) @O (g T H3O(aq)
NH, NH,

Equacao 5. Equilibrio envolvido na primeira ionizacdo.
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O (0]
K
H,C S 2. HC © ®
3 3
\‘)CJ‘B\O (aq) + Hzo(l) \‘)J\O (aq) + H3O(aQ)
NH; NH,

Equacao 6. Equilibrio envolvido na segunda ionizacdo.

2.2. OBJETIVO GERAL

Este experimento didatico tem como proposta fazer com que os estudantes tenham contato com
os aspectos estruturais dos aminodcidos, estudem suas propriedades e diferengas estruturais e
aprendam, por meio de titulacdo, as propriedades &cido-base das unidades monoméricas que
constituem as proteinas. Do ponto de vista experimental, serd utilizada a técnica de titulacdo 4cido-
base, que permitird que o estudante correlacione diversas caracteristicas estruturais destes compostos

com seu comportamento quimico compreendendo, assim, 0s conceitos tedricos.

2.3. PROCEDIMENTOS

Assistir o video e explorar os objetos de aprendizagem:
Video: Titulagcdo de aminoécidos
https://www.youtube.com/watch?v=2vInVzyXluo
Acidos e Bases

https://phet.colorado.edu/sims/html/acid-base-solutions/latest/acid-base-solutions en.html

Escala de pH

https://phet.colorado.edu/sims/html/ph-scale/latest/ph-scale en.html
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PRATICAS 4: DESNATURACAO PROTEICA

4.1. INTRODUCAO

Enzimas proteoliticas ou proteases catalisam o rompimento das ligacdes peptidicas em
proteinas. Sao enzimas da classe 3, as hidrolases, e subclasse 3.4, as peptideo-hidrolases ou peptidases.
Estas enzimas constituem uma grande familia (EC 3.4), dividida em endopeptidases ou proteinases
(EC 3.4. 21-99) e exopetidases (EC 3.4.11-19), de acordo com a posi¢do da ligacdo peptidica a ser
clivada na cadeia peptidica. Estas endopeptidases podem ser ainda subdivididas de acordo com o
grupo reativo no sitio ativo envolvido com a catédlise em serina- (EC 3.4.21), cisteina- (EC 3.4.22),
aspartico-proteinases ou endopeptidases (EC 3.4.23) e metaloproteinases ou metaloendopeptidases
(EC 3.4.24). As enzimas cujo mecanismo de a¢do ndo estd completamente elucidado sdo classificadas

no subgrupo EC. 3.4.99.

4.1.1. Exopeptidases

As exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias polipeptidicas na regido N ou C
terminal. Aquelas que atuam na regido amino terminal livre liberam um unico residuo de
aminoécido (aminopeptidases), um dipeptideo (dipeptidil-peptidases) ou um tripeptideo (tripeptidil-
peptidases). As exopeptidases que atuam na regido carboxi terminal livre liberam um tnico

aminoacido (carboxipeptidases) ou um dipeptideo (peptidil-dipeptidases).

4.1.2. Endopeptidases
Endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas da cadeia polipeptidica, entre as

regidoes N e C terminal.

Tipos cataliticos

Segundo Barret, 1994 as proteases sao classificadas em carboxipeptidases e as endopeptidases
e sao divididas em subclasses, tendo como base o seu mecanismo catalitico. As carboxipeptidases
foram subdivididas em serino-, metalo- e cisteino- carboxipeptidases e as endopeptidases em serino-,
cisteino-, aspdrtico- e metaloendopeptidases. Serino peptidases possuem um residuo de serina em seu
centro ativo, enquanto as aspartico-peptidases t€ém duas unidades de 4cido aspartico no seu centro
catalitico. Cisteino-proteases apresentam um aminodcido cisteina e as metalo-proteases usam um fon

metal no seu mecanismo catalitico.

4.1.3. Proteases: funcio e aplicacao
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Proteases representam uma classe de enzimas com importantes papéis em processos
fisiolégicos. Além disto, elas possuem aplicacdo comercial, estando entre os trés maiores grupos de
enzimas industriais, sendo responsaveis por 60% da venda internacional de enzimas. Estas enzimas
estdo envolvidas em processos bioldgicos essenciais, como a coagulacdo sanguinea, morte celular e
diferenciacdo de tecidos. Vdrias etapas proteoliticas importantes ocorrem no mecanismo invasivo de
tumores, assim como no ciclo de infeccdo de um grande nimero de virus e microrganismos
patogénicos. Estes fatos tornam as proteases um alvo quimioterdpico valioso para o desenvolvimento
de novos compostos farmacéuticos. As enzimas proteoliticas também participam no catabolismo de
proteinas, tanto nas vias degradativas como nas biossintéticas, e na liberagdo de hormdnios peptideos
farmaceuticamente ativos a partir de proteinas precursoras. Certas modifica¢des especificas e seletivas
de proteinas durante a ativacido de enzimas ocorrem via protedlise, que também colabora no transporte
de proteinas secretérias na membrana. As proteases tém também uma variedade de aplicacdes
principalmente na indudstria de detergentes e de alimentos. Tendo em vista os recentes acordos
mundiais para uso de tecnologias ndo poluentes, as proteases comecaram a ser usadas em larga escala
no tratamento do couro, em substituicdo aos compostos téxicos e poluentes até entdo usados. Na
inddstria farmacéutica, as proteases sao usadas em pomadas cicatrizantes e t€m um uso potencial para
outros medicamentos. Proteases hidrolisam as proteinas em peptideos e aminoécidos, facilitando a sua
absor¢do pelas células; devido a seu papel despolimerizante, as enzimas extracelulares tém um papel

importante na nutri¢ao.

4.1.4. Gelatina

Gelatina é uma mistura heterogénea de proteinas desnaturadas soliveis em dgua, derivada da
hidrélise parcial do coldgeno tipo I nativo e que possuem alta média de massa molecular.
Tradicionalmente sdo usadas na industria alimentar e de cosméticos. Entretanto, recentemente vem
sendo muito usada em pesquisas na darea biomédica (devido sua alta biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa imunogenicidade, além de baixo custo) como estrutura para adesao celular,
biomaterial para engenharia de tecidos e sistema de entrega de farmacos diferente das capsulas
tradicionais (YOUNG et al, 2005).

Na conversdao do coldgeno a gelatina, que ocorre acima da temperatura de desnaturagdo do
coldgeno, tropocoldgenos perdem a estrutura de hélice tripla caracteristica, hd quebras de ligacdes
intermoleculares e de ligagdes peptidicas resultando em cadeias polipeptidicas que pela andlise SDS-
PAGE apresentam peso molecular de menos de 300 kDa com distribui¢do muito ampla. Assim, os
constituintes moleculares da gelatina sdo heterogéneos em relacdo ao coldgeno, apresentam cadeias

com menor peso molecular relativo e variada distribuicdo de estrutura primdria. Como alguns dos
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aminodcidos na estrutura peptidica do coldgeno cont€ém grupos funcionais que sao hidrolisados sob
condig¢des dcidas ou bdsicas, hé dois tipos de gelatina, dependentes do processo de extracdo: tipo A e

tipo B, obtidas de pré-tratamento 4cido e basico respectivamente (YOUNG et al, 2005).

4.2. OBJETIVO GERAL

Neste experimento verificaremos como alteracoes da estrutura de proteinas provocam
mudangas em suas propriedades e funcdes. Num primeiro momento verificaremos como a alteracao
estrutural do coldgeno leva a perda de sua propriedade de hidratacdo e endurecimento da gelatina. Em
seguida, estudaremos como variacdes na temperatura podem alterar a estrutura e a fungdo de enzimas
proteicas. Por tdltimo iremos verificar como mudancas estruturais da proteina albumina podem alterar

suas propriedades e ser usadas no preparo de um ovo.

4.3. PROCEDIMENTOS

4.3.1. Experimento 1: Atividade enzimdtica de extratos vegetais em gelatina

O objetivo desta pritica ¢ demonstrar como a preservacdo da integridade da estrutura da proteina
coldgeno € importante para a capacidade de endurecimento da gelatina. Para isso estudaremos o que
acontece com a capacidade de endurecimento da gelatina quando durante seu preparo € colocada em
presenca de suco de abacaxi ou polpa de mamao. O procedimento completo é mostrado no video que
pode ser acessado pelo link abaixo:

https://www.youtube.com/watch?v=lumJnUyfWyl&feature=youtu.be

4.3.2. Experimento 2: Efeitos Da Temperatura Na Atividade Enzimdtica De Extratos Vegetais

Na prética 1 estudamos as consequéncias da acdao de compostos presentes no suco de abacaxi, mamao
e outros vegetais na estrutura e propriedades do coldgeno. Estes compostos na verdade sdo proteinas
que apresentam atividade catalitica, ou seja, sdo enzimas*. A atividade catalitica das enzimas depende
da manuten¢do da estrutura dessas moléculas numa conformacio adequada chamada de conformacgao
nativa. Quando em conformacdo nativa a enzima € capaz de catalisar uma reacdo levando a
transformacdo dos substratos em produtos. Alteragdes na temperatura, pH, interacdo com solventes
organicos e sais, entre outros fatores, podem induzir alteragdes na estrutura das enzimas fazendo com
que percam a estrutura nativa e se tornem desnaturadas. (*A grande maioria das enzimas sao proteinas.
Contudo, temos também em nosso organismo enzimas ndo proteicas que desempenham importantes

fungdes, como é o caso dos RNAs presentes em ribossomos. Esses RNAs catalisam as reacdes de

ligacdo entre aminodcidos, as ligacdes peptidicas, no momento de formacao das proteinas.)
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O objetivo desta segunda prética é verificar se a exposi¢dao do suco de abacaxi (enzima) a 25
°C, 60 °C e 100 °C ¢ capaz de provocar sua desnaturacdo e, consequentemente, perda de atividade
catalitica. A perda de atividade enzimética podera ser verificada pela manutengao da estrutura integra
do coldgeno e endurecimento da gelatina.

Para esta pratica ndo temos um video demonstrando todas as etapas do experimento que foi
realizado da seguinte maneira:

a) Suco de abacaxi foi obtido pelo mesmo processo descrito no video da pratica 1.

b) O suco de abacaxi obtido foi distribuido em 3 tubos conicos diferentes nomeados 1,2 e 3. O
tubo 1 permaneceu a temperatura ambiente (25 °C) enquanto os tubos 2 e 3 foram submetidos as
temperaturas de 60 °C e 100 °C, respectivamente, por 5 minutos.

¢) O préximo passo foi colocar os tubos contendo suco de abacaxi em contato com a gelatina
liquida (ainda ndo solidificada) assim como feito na pratica 1. Contudo, antes dessa etapa, foi
necessdrio fazer com que todos os tubos estivessem na mesma temperatura e, dessa maneira, entrassem
em contato com a gelatina na mesma condi¢@o. Dessa maneira, os tubos 2 e 3 foram colocados no gelo
e mantidos até que atingissem a temperatura de 25 °C.

d) Com todos os tubos a 25 °C, adicionou-se gelatina liquida a cada um deles. A um tubo
contendo apenas dgua a 25 °C (sem suco de abacaxi), denominado “Controle”, também foi adicionada

a gelatina.

Tubo Tubo1 Tubo2 Tubo3
Controle 25°C 60 °C 100 °C

J
|

agua \

suco de abacaxi

Figura 1. Visdo geral dos tubos antes da adi¢ao de gelatina liquida. Antes da adicao de gelatina liquida
trés amostras de suco de abacaxi foram aquecidas em temperaturas diferentes: 60° C e 100 °C. Uma
amostra ndo foi aquecida permanecendo em temperatura ambiente de 25 °C. Para o controle da reacao
um tubo contendo apenas dgua a 25 °C foi utilizado.

e) Os tubos foram colocados em banho-maria a 37°C por 10 minutos.
f) Ao final os tubos foram mantidos em gelo por 7 minutos e os resultados obtidos sdao

mostrados abaixo.
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Tubo Tubo 2 Tubo3 Tubo 4
Controle 25°C 60 °C 100 °C

Figura 2. Aspecto dos tubos ao final do experimento. Apés adi¢do de gelatina liquida, os tubos foram
incubados em 37 °C por 10 minutos e, posteriormente, a reacdo foi paralisada pela reducdo da
temperatura a 0 °C através da insercao dos tubos em gelo.

Tubo Tubo 2
Controle' | 25 °C

Tubo 3 Tubo 4
60 °C 100 °C

Figura 3. Aspecto da gelatina ao final do experimento. Ao final do experimento, como esperado,
observou-se o endurecimento da gelatina no tubo controle onde ndo havia suco de abacaxi. Resultado
semelhante foi observado no tubo 4 onde o suco de abacaxi sofreu choque térmico a 100 °C antes da
reacdo com a gelatina. J& para os tubos onde o suco de abacaxi permaneceu a temperatura ambiente
(25 °C) ou foi aquecido a 60 °C a gelatina permaneceu liquida.
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Observacao: Para facilitar a visualizacdo deste experimento leve em consideracdo que ele foi
feito exatamente como o experimento da prética 1 com a diferenca de que somente o suco de abacaxi
foi testado e que esse suco foi testado em 3 condi¢des diferentes: um que nao foi exposto a nenhum
tipo de choque térmico, outro que sofreu choque térmico a 60 °C e outro que sofreu choque térmico a

100 °C.

4.3.3. Experimento 3: Efeitos Do Etanol Em Clara De Ovo

Como até aqui, a perda da estrutura e a desnaturacdo das proteinas pode ser indicada pela
alteracdo de suas atividades bioldgicas. Uma outra maneira de detectarmos a desnaturacdo proteica €
avaliar o grau de interacdo entre as moléculas de proteinas. Geralmente a desnaturacdo é acompanhada
pela perda ou diminuicdo da interacdo proteina-solvente (perda de solubilidade) e aumento da
interacdo proteina-proteina. Como resultado, podemos observar a agregacao das moléculas proteicas
levando ao embranquecimento (turbidez) da solu¢do ou até mesmo ao aparecimento de precipitados.

O objetivo desta terceira prética € avaliar os efeitos de um solvente organico como o etanol na
estrutura da albumina presente na clara do ovo. O procedimento completo é mostrado no video que
pode ser acessado pelo link abaixo:

https://www.youtube.com/watch?v=0Lxg2fzxITU

QUESTOES PARA ESTUDO
1. Discutir o efeito do suco de abacaxi sobre o coldgeno (gelatina).

2. Discutir o efeito da temperatura sobre as enzimas (proteases) presentes no suco do abacaxi.

3. Discutir o efeito do etanol sobre as proteinas em solug@o. Qual o principio do efeito?

4. Enzimas peptidases: o que sdo e sobre qual tipo de substrato atuam?

5. Gelatina: composicdo e processo de gelificacao

6. Discuta o efeito da temperatura sobre a desnaturacdo de proteinas no processo de cozimento dos
alimentos. Qual a importancia disso?

7. Por que se pode utilizar abacaxi para amaciar carnes? Qual a relacdo entre o suco do abacaxi e os

amaciantes de carnes comerciais.
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PRATICA 5: ATIVIDADE ENZIMATICA

6.1. INTRODUCAO

As enzimas sao catalizadores bioldgicos capazes de aumentar a velocidade de reagdes quimicas
em muitas ordens de grandeza e, desta maneira, sdo essenciais para a existéncia da vida. Nesta
atividade pratica temos como objetivo compreender a diferenca entre os termos velocidade inicial (V)
e velocidade média (V) de uma reacdo quimica catalisada por enzima (E). Também avaliaremos como
a concentracdo do(s) substrato(s) e a presenca de inibidores (I) podem afetar a velocidade de uma
reacdo enzimatica.

O objetivo aqui € analisar a atividade de enzimas em fun¢do da concentracdo de substrato,
tempo de reacdo e auséncia/presencga de inibidores competitivos € ndo competitivos, através do estudo
da velocidade das reagdes enzimaticas, chamado “Cinética Enzimatica”, sabendo apenas como calcular
a velocidade de uma reagdo, o que € mostrado na primeira parte do software utilizado. Por isso,
“brinque” a vontade com a simulag@o e tente obter o0 maximo possivel de entendimento do que ocorre
nos experimentos pois estes conceitos simples serdo muito importantes para que vocés entendam
conceitos mais complexos durante a aula tedrica.

Apesar de ser recomendada a execucao das simulagdes antes do contato com conceitos tedricos,
caso vocé queira ler um pouco mais sobre o assunto pode recorrer a qualquer livro de Bioquimica na
parte de estudo de enzimas e cinética enzimdtica. Vocé€ também pode estudar o assunto através do
software livre “Enzyme” que pode ser obtido na pagina da Biblioteca Digital de Ciéncias (Unicamp)
através do link abaixo:

https://www.bdc.ib.unicamp.br/bdc/visualizarMaterial.php?idMaterial=528#. Xp YJ8shK;jIU

Enzimas: Cinética

Estrutura e Funcao Enzimatica
= K

)
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6.2. PROCEDIMENTOS

Para esta atividade serd necessdrio fazer o download do software “A Cinética da Reagdo

Enzimdtica” disponivel gratuitamente em:

https://www.bdc.ib.unicamp.br/bdc/visualizarMaterial.php?idMaterial=527#. XpNwCshKjIU

A cinética da reacdo enzimdtica & )

Introducéao

Determina¢éo da velocidade de reacao

Dica:
Arraste o substrato até o tubo de ensaio

Obfetivos

q

Experimento 2

[ Reagr |
Experimento 3

[ Dosar |

P

Experimento 4
Simulacoes
Afuda

Creditos

ApOs instalar o programa em seu computador siga as instrugdes abaixo:
1. Abra o programa e leia a “Introducdo” e os “Objetivos”.

2. No “Experimento 1” verificaremos como o tempo de uma reagdo catalisada enzimaticamente afeta
a sua velocidade. Para isso, simularemos uma reagdo com uma concentracao fixa de substrato e enzima
e mediremos sua velocidade apds 10, 20 ou 30 minutos de reacdo. Na tela do “Experimento 17 vocés
podem visualizar uma bancada de laboratério e, acima dela, um tubo de ensaio, um recipiente
contendo o substrato da reacdo e um tubo conico contendo a enzima.

a) Posicione o cursor em cima do recipiente contendo o substrato da reacdo. Vocé perceberd que, neste
momento, aparecerd a imagem de uma mao segurando uma micropipeta.

b) Clique com o botdo esquerdo do mouse e mantenha o botdo apertado. Vocé perceberd que um
determinado volume do substrato foi captado pela micropipeta.

c¢) Arraste a figura com o auxilio do mouse até o tubo de ensaio que aparece a esquerda. Solte o botdo
esquerdo do mouse. Neste momento, o substrato € liberado pela micropipeta dentro do tubo de ensaio.

d) Agora adicione a enzima ao tubo de ensaio contendo o substrato. Para isso siga os mesmos
procedimentos descritos anteriormente: posicione o cursor sobre o tubo cdnico contendo a enzima,
aperte e segure o botdo esquerdo do mouse, arraste a imagem para cima do tubo de ensaio e solte o
botao esquerdo do mouse.
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e) O préximo passo € escolher o tempo de reacdo clicando em uma das opcdes (10, 20 ou 30 minutos)
que aparecem no temporizador localizado do lado direito da tela. Num primeiro momento, selecione a
op¢ao de 10 minutos de reacgdo.

f) Clique em “Reagir”. Neste momento é dado inicio a reacdo e a formacao de produtos o que pode ser
observado pela mudanca da cor inicial da solu¢@o contida no tubo de ensaio de azul para arroxeado.

g) ApoOs a reacdo ter sido completada, clique em “Dosar” do lado direito da tela.

h) Uma nova tela serd aberta exibindo o resultado de dosagem da massa dos produtos obtidos nos 10
minutos de rea¢do. Abaixo é perguntado qual a velocidade da reacdo. Clique na resposta correta e, a
seguir, em “Pronto”. Uma nova janela serd aberta indicando se sua resposta esta correta ou nao.

Atencdo: Responda a pergunta tendo atenc¢ao as unidades de medida com que o resultado € mostrado!!

1) Faca as repeti¢cdes do experimento com reagdes ocorrendo por 20 e 30 minutos. Para isso, clique
novamente em “Experimento 1” e siga os passos descritos anteriormente alterando apenas o tempo de
reacao desejado.

3. No “Experimento 2” verificaremos como a concentragdo de substrato [S] influencia na velocidade
da reacdo enzimatica. Para entender este experimento € preciso que voce leve em consideracdo que em
todos os tubos de ensaio mostrados a concentracio da enzima [E] foi constante e sempre menor
que a do substrato [S]! De fato, o experimento 2 é exatamente igual ao experimento 1 mas realizado
com vdrios tubos de ensaio contendo concentra¢des diferentes de substrato. Entdo, vamos 14!

a) Na tela do “Experimento 2” clique e “Substrato” na parte superior esquerda da tela. Repare que ao
fazer isso os tubos de ensaio (mostrados na parte inferior da tela) sao preenchidos com o substrato em
valores crescentes de concentracdo (0-100 mM, como mostrado na tabela). Esse aumento de
concentracdo pode ser facilmente observado pelo gradual aumento da tonalidade das solu¢des contidas
nos tubos de ensaio.

b) Agora clique em “Enzima” para adicionar enzima em cada um dos tubos de ensaio previamente
preenchidos com o substrato. Repare que a mesma quantidade de enzima foi adicionada em cada tubo
(1 uM, segundo a tabela mostrada), ou seja, os tubos de ensaio contém quantidades diferentes de
substrato mas exatamente a mesma concentracdo de enzima!

¢) Clique na opg¢ao “10 minutos” como tempo de reacao.
d) Clique em “Reagir”.

e) Clique em “Dosar” para obter de concentragdo dos produtos gerados em cada tubo. Repare que
esses valores s@o mostrados em vermelho na tabela central e, também, no grafico. Dica: Repare na
coloragdao de cada tubo apds a reacdo. Veja que essa coloragdo aumenta de tonalidade mostrando
aumento de produtos formados exatamente como mostrado no gréfico! Dica: Copie a imagem da
tabela (e cole em um arquivo indicando que os valores sdo referentes a 10 minutos de reac¢do) para ter
acesso aos valores de concentragdo dos produtos formados!

f) Clique na op¢ao “20 minutos” como tempo de reacao.
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g) Clique em “Reagir”.

h) Clique em “Dosar” para obter de concentragao dos produtos gerados em cada tubo. Repare que,
novamente, esses valores sdao mostrados em vermelho na tabela central e, também, no grafico.
Adicionalmente, no grafico, podemos comparar os valores obtidos na primeira reacdo (10 minutos)
com os obtidos na reacdo de 20 minutos._Dica: Copie a imagem da tabela (e cole em um arquivo
indicando que os valores sdo referentes a 20 minutos de reacdo) para ter acesso aos valores de
concentracdo dos produtos formados!

i) Clique na opg¢do “30 minutos” como tempo de reagdo.
j) Clique em “Reagir”.

k) Clique em “Dosar” para obter a concentragdo dos produtos gerados em cada tubo. Repare que,
novamente, esses valores sao mostrados em vermelho na tabela central e, também, no grafico.
Adicionalmente, no grafico, podemos comparar os valores obtidos na primeira reacao (10 minutos) e
segunda reacdo (20 minutos) com os obtidos na reacdo de 30 minutos. Dica: Copie a imagem da tabela
(e cole em um arquivo indicando que os valores sdo referentes a 30 minutos de reac@o) para ter acesso
aos valores de concentracao dos produtos formados!

1) Observe o grafico obtido. Dica: Antes de continuar a simulagdo vamos pensar um pouco em como
imaginamos ser o grifico de representacdo da velocidade (Vo) x concentracdo de substrato [S] para
este experimento? Para isso, com os valores de [P] obtidos anteriormente calcule a velocidade da
reacdo para cada tubo em cada um dos tempos de reacdo estudados e represente graficamente.

m) Ao final, clique em “Velocidade” e observe o gréfico obtido. Repare que para um mesmo tubo
(ou seja, para uma mesma concentracio de substrato), a velocidade da reacao nao muda sendo
independente do tempo de reacao! (Isso, claro, levando em consideracio que tenhamos no tubo
uma concentracao bem maior de substrato que de enzima durante todo o tempo de reacao, como
foi 0 caso do experimento realizado!)

4. No “Experimento 3” estudaremos o que acontece com a velocidade de uma reagdo na auséncia e
presenca de um inibidor ndo-competitivo. Leve em consideracdo que em todos os tubos de ensaio
mostrados a concentragdo da enzima [E] foi constante e sempre menor que a do substrato [S]! Além
disso, para todos os tubos o tempo de reacao foi o mesmo, 20 minutos!

a) Na tela do “Experimento 3” clique em “Substrato” na parte superior esquerda da tela. Repare que ao
fazer isso os tubos de ensaio (mostrados na parte inferior da tela) sdo preenchidos com o substrato em
valores crescentes de concentracdo (0-100 mM, como mostrado na tabela). Esse aumento de
concentracdo pode ser facilmente observado pelo gradual aumento da tonalidade das solu¢des contidas
nos tubos de ensaio.

b) Agora clique em “Enzima” para adicionar enzima em cada um dos tubos de ensaio previamente
preenchidos com o substrato. Repare que a mesma quantidade de enzima foi adicionada em cada tubo
(1 uM, segundo a tabela mostrada), ou seja, os tubos de ensaio contém quantidades diferentes de
substrato mas exatamente a mesma concentragao de enzima!
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¢) Clique em “Inibidor”. Uma nova janela serd aberta mostrando trés opcdes de concentragdes de

(1354}

inibidores disponiveis: i, 21 ou 3i. Escolha (clique) a op¢do de menor concentragdo, ou seja, “i”.
d) Clique “20 minutos” para determinar o tempo de reacao.
e) Clique em “Reagir”.

f) Clique em “Dosar” para obter os valores de concentracdo dos produtos gerados em cada tubo, os
quais serdo mostrados (em vermelho) tabela central. Dica: Antes de continuar a simulacio vamos
pensar um pouco em como imaginamos ser o grafico de representacdo da velocidade (V) x
concentracdo de substrato [S] para este experimento? Para isso, com os valores de [P] obtidos calcule a
velocidade da reagdo para cada tubo e represente graficamente. Insira no mesmo grafico os valores de
velocidade para cada tubo quando a reagdo ocorre na auséncia de inibidor (calculados previamente no
experimento 2 quando o tempo de reacido também € selecionado em 20 minutos). Compare os valores!

g) Clique em “Velocidade”. Sera mostrado no grafico Vi x [S] a velocidade da reagcdo na presenca de
inibidor e em sua auséncia.

h) Agora vocé fard novamente a mesma reacao nas mesmas condi¢des anteriores mudando apenas a
concentracdo do inibidor que serd o dobro da anterior. Para isso, faca o indicado nos passos “a” e “b”
jé descritos anteriormente € no passo “c” selecione uma concentracao de inibidor igual a “2i”.

(I

i) Proceda como j4 descritos nos passos “d”, “e”, “f” e “g”.

j) Agora vocé fard novamente a mesma rea¢do nas mesmas condi¢des anteriores mudando apenas a
concentracdo do inibidor que serd o triplo da primeira reacdo realizada. Para isso, fagca o indicado nos
passos “a” e “b” ja descritos anteriormente € no passo “c” selecione uma concentracdo de inibidor
igual a “3i”.

(I

k) Proceda como ja descrito nos passos “d”, “e”, “f” e “g”.

5. No “Experimento 4” estudaremos o que acontece com a velocidade de uma rea¢do na auséncia e
presenca de um inibidor competitivo. Leve em consideracdo que em todos os tubos de ensaio
mostrados a concentracdo da enzima [E] foi constante e sempre menor que a do substrato [S]! Além
disso, para todos os tubos o tempo de reacdo foi o mesmo, 20 minutos!

a) Na tela do “Experimento 4” clique em “Substrato” na parte superior esquerda da tela. Repare que ao
fazer isso os tubos de ensaio (mostrados na parte inferior da tela) sdo preenchidos com o substrato em
valores crescentes de concentracdo (0-100 mM, como mostrado na tabela). Esse aumento de
concentracdo pode ser facilmente observado pelo gradual aumento da tonalidade das solu¢des contidas
nos tubos de ensaio.

b) Agora clique em “Enzima” para adicionar enzima em cada um dos tubos de ensaio previamente
preenchidos com o substrato. Repare que a mesma quantidade de enzima foi adicionada em cada tubo
(1 uM, segundo a tabela mostrada), ou seja, os tubos de ensaio contém quantidades diferentes de
substrato mas exatamente a mesma concentracio de enzima!
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¢) Clique em “Inibidor”. Uma nova janela serd aberta mostrando trés opcdes de concentragdes de

(1354}

inibidores disponiveis: i, 21 ou 3i. Escolha (clique) a op¢do de menor concentragdo, ou seja, “i”.
d) Clique “20 minutos” para determinar o tempo de reacao.
e) Clique em “Reagir”.

f) Clique em “Dosar” para obter os valores de concentragdo dos produtos gerados em cada tubo os
quais serdo mostrados (em vermelho) tabela central. Dica: Antes de continuar a simulacio vamos
pensar um pouco em como imaginamos ser o grafico de representacdo da velocidade (V) x
concentracdo de substrato [S] para este experimento? Para isso, com os valores de [P] obtidos calcule a
velocidade da reagdo para cada tubo e represente graficamente. Insira no mesmo grafico os valores de
velocidade para cada tubo quando a reac¢do ocorre na auséncia de inibidor (calculados previamente no

experimento 2 quando o tempo de reagdo também € selecionado em 20 minutos)*. Compare os
valores!

*Infelizmente os valores mostrados no software para a reacdo sem inibidor ndo sdo compativeis para
comparacdo com os experimentos na presenga de inibidor competitivo. Neste caso, suponha que no
experimento 2 os valores de produtos obtidos tenham sido os mostrados na tabela abaixo:

Sem Inibidor
[Substratol mM | [Produto] mM
0 0
10 95
20 130
30 149
40 161
50 170
60 176
70 181
80 185
90 188
100 190

g) Clique em “Velocidade”. Serd mostrado no grafico Vy x [S] a velocidade da reacdo na presenca de
inibidor e em sua auséncia.

h) Agora vocé fard novamente a mesma rea¢ao, nas mesmas condi¢des anteriores mudando apenas a
concentracdo do inibidor que serd o dobro da anterior. Para isso, faca o indicado nos passos “a” e “b”
jé descritos anteriormente € no passo “c” selecione uma concentracao de inibidor igual a “2i”.

[IP=E)

1) Proceda como j4 descritos nos passos “d”, “e”, “f” e “g”.

J) Agora vocé fard novamente a mesma reagdo, nas mesmas condi¢des anteriores mudando apenas a
concentracdo do inibidor que serd o triplo da primeira reagdo realizada. Para isso, faca o indicado nos
[IP%2)

passos “a” e “b” ja descritos anteriormente € no passo ‘“c” selecione uma concentracdo de inibidor
igual a “31”.
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[IP=i]

k) Proceda como ja descrito nos passos “d”, “e”, “f” e “g”.

PRATICA 6: PROPRIEDADES DE SURFACTANTES E LIPIDEOS

5.1. INTRODUCAO

Os lipidios sdo representados por um grupo de biomoléculas baixa massa molecular que
apresentam estruturas quimicas bastante variadas esdopraticamente insoldveis em agua. A
diversidade de estruturas apresentadas pelos lipidios faz com que esses compostos tenham a
capacidade de exercer diversas funcdes bioldgicas atuando desde componentes de membranas
celulares, isolantes térmicos, sinalizadores celulares, pigmentos e reservas de energia (Oleos e
gorduras). Adicionalmente, os proprios lipidios ou seus derivados, podem também exercer fungdes de
vitaminas e hormonios. As principais classes de compostos pertencentes ao grupo dos lipidios sdo os

triacilglicerdis, glicerofosfolipideos, esfingolipidios, glicolipidios e esterdides (Figura 1).

Esfingolipidios
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Figura 1. As principais classes de lipidios biolégicos. Em (A) todos os lipidios mostrados apresentam
glicerol ou esfingosina, estrutura central, ligados a dcidos graxos. (B) Estrutura de trés hormonios
esteroides.

Tipicamente, os lipidios apresentam em suas estruturas longas cadeias carbdnicas, como os
acidos graxos ¢ isoprenos, ou multiplos anéis interligados, como no caso dos esteroides. Varias
classes de lipidios apresentam acidos graxos como componentes estruturais. Acidos graxos sdo 4cidos
monocarboxilicos, moléculas anfipaticas que apresentam uma regiao polar, representada pelo grupo

carboxila (ionizado em pH neutro), e uma regiao apolar, representada por uma cadeia carbonica com
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comprimento variando entre 4 a 36 dtomos de carbono (Figura 2). Estruturalmente, a cadeia carbdnica
dos 4cidos graxos € caracterizada pela presenca de nimero par de carbonos formando uma estrutura

nao ramificada que pode ser saturada ou conter uma, duas ou mais insaturagdes.
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Figura 2. Estrutura de 4cidos graxos. Os édcidos graxos sdo compostos anfipaticos formados por uma longa
cadeia carbdnica apolar e um grupo carboxila polar. As cadeias carbonicas dos 4dcidos graxos ndo possuem
ramificacdes e podem ser saturadas, como no caso do 4cido estedrico, (A) ou insaturadas, como no caso do
4cido oleico (B).

Lipidios como triacilglicerdis, fosfolipidios, glicolipidios e esfingolipidios apresentam acidos
graxos esterificados em suas estruturas. Uma das funcdes mais importantes dos acidos graxos nas
células € a participacao na constru¢do das membranas celulares, finas camadas lipidicas que circundam
todas as células e suas organelas internas. As membranas celulares sdo compostas em grande parte por
fosfolipidios, pequenas moléculas constituidas principalmente por 4cidos graxos e glicerol. Outra
importante fun¢do desempenhada pelos dcidos graxos estd associada & manuten¢do de uma reserva
energética celular. De fato, os dcidos graxos podem ser estocados no citoplasma celular na forma de
goticulas lipidicas constituidas por moléculas de triacilglicerdis. Os triacilglicerdis, também
conhecidos como triglicerideos, triglicérides ou gorduras neutras, representam os lipidios mais
abundantes na natureza sendo formados pela esterificacdo de trés dcidos graxos a uma molécula de
glicerol. E este estabelecimento de ligagdes éster entre os precursores polares dos triacilglicerdis
(hidroxilas do glicerol e carboxilas dos dcidos graxos) que confere a0 composto caréter essencialmente

apolar, permitindo com que seja armazenado nas células de forma praticamente anidra (Figura 3).
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Figura 3. Triacilglicerois sdo compostos apolares resultantes da formacdo de ligacdes éster entre as hidroxilas
livres de uma molécula de glicerol e os grupos carboxila dos dcidos graxos.

As gorduras animais e 6leos vegetais sdo misturas de triacilglicerdis, que diferem na sua
composi¢do em dcidos graxos e, conseqiientemente, no seu ponto de fusdo. Os triacilgliceréis das
gorduras animais sdo ricos em dcidos graxos saturados, o que atribui a esses lipideos uma consisténcia
sOlida a temperatura ambiente. J4 os triacilglicer6is origem vegetal sdo ricos em dcidos graxos
poliinsaturados sendo, portanto, liquidos a temperatura ambiente. Os 6leos vegetais sdo utilizados para
a fabricacdo de margarinas através de um processo de hidrogenagcdao que reduz parte de suas duplas
ligacOes e os torna sdlidos a temperatura ambiente.

v Acidos graxos saturados — Cadeia carbonica nio apresentam ligagdes duplas entre os 4tomos
de carbono e, assim, contem o nimero maximo possivel de hidrogénios.

4 Acidos graxos insaturados — Cadeia carbOnica possui uma ou mais ligagdes duplas entre
atomos de carbono contendo o nimero méximo possivel de hidrogénios.

Os lipidios anfipaticos, tais como os 4cidos graxos, quando sdo adicionados a um meio aquoso,
tendem a agregar-se, organizando-se espontaneamente em estruturas plurimoleculares. Essas estruturas
permitem maximizar as interagdes hidrofébicas entre as cadeias carboOnicas, isolando-as da dgua, e
deixar os grupos polares em contato com o solvente, com o qual podem interagir. Tais arranjos
moleculares constituem o estado de menor energia livre para esses lipidios em dgua e resultam da
presenca de duas regides com solubilidades diferentes na mesma molécula.

O tipo de estrutura formada é determinado pela geometria da molécula do lipidio anfipatico
(Figura 4). Lipidios com uma unica cadeia carbdnica, como sabdes de detergentes, devido a forma
conica e afilada de suas moléculas, formam, preferencialmente, micelas. Nesta estrutura esférica, as
cadeias carbdnicas organizam-se no interior, isolando-se da dgua, e os grupos polares posicionam-se
na superficie externa, interagindo com o solvente. A formac¢ao de micelas € uma etapa importante na

digestdo dos lipidios da dieta. A maioria dos fosfolipidios e glicolipidios associam-se em uma camada
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dupla de moléculas, chamada bicamada lipidica. Esta estrutura permite uma agregacdo mais estavel
das moléculas desses lipidios, que tém forma cilindrica pela presenca de duas cadeias apolares.

As moléculas de lipidios alinham-se lado a lado, compondo duas monocamadas e as cadeias
carbonicas das monocamadas agrupam-se frente a frente de modo a criar um dominio hidrofébico no
meio da bicamada; os grupos hidrofilicos dispdem-se na superficie das duas faces da bicamada,
interagindo com a dgua. Bicamadas lipidicas tendem a se converter em estruturas fechadas, chamadas
lipossomos, que sdo mais estaveis porque nio apresentam caudas hidrofébicas expostas ao solvente,
como acontece na periferia das bicamadas planas. Lipossomos sdo, portanto, vesiculas sintéticas
esféricas formadas por uma bicamada lipidica continua, que delimita uma cavidade interna preenchida

por solvente.

&2

—y

(A) Micela (B) Bicamada Lipidica (C) Lipossomo
Figura 4. Estruturas formadas por lipidios anfipaticos em meio aquoso.(A) Micelas sdo formadas por moléculas
de lipidios com uma unica cadeia carbdnica, cadeias estas que se localizam no interior dessas estruturas. (B)
Bicamada lipidica € uma estrutura bidimensional na qual as cadeias carbonicas formam um dominio central
hidrofébico, isolando-se da dgua, exceto nas extremidades da bicamada; é a estrutura comumente formada por
lipidios anfipéticos com duas cadeias de hidrocarbonetos. (C) Liposssomo € uma vesicula oca, resultante do
fechamento de uma bicamada lipidica, dotada de uma cavidade central preenchida por solvente.

5.1.1. Fundamentacao Teérica

Os lipidios representam um grupo de compostos com estrutura bastante variada. Vérias classes
de lipidios apresentam &cidos graxos como componentes estruturais entre eles, os fosfolipideos,
glicolipideos e os triacilglicerdis. Os lipidios podem ser caracterizados por suas propriedades fisico-
quimicas. Em geral, sdo praticamente insoliveis em dgua enquanto apresentam alta solubilidade em
solventes organicos como cloroférmio, éter, benzeno, mistura de Folch (cloroférmio:metanol), entre
outros.

Os triacilglicer6is, que constituem o principal grupo de lipidios, podem ser hidrolisados
liberando dcidos graxos e glicerol. Se esta hidrdlise € feita mediante aquecimento em meio alcalino

(hidrdlise alcalina), formam-se sais de acidos graxos (sabdes) e o processo € chamado saponificacao
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(Figura 5). Este € o principio da fabrica¢do dos sabdes a partir de gordura animal fervida em presenca

de NaOH ou KOH.

o)
(:Hz—o—cll,—cuH35

o) CH,OH o)
C,H—o_cll,—an35 + 3NaOH —— CllHOH + 3CITH35(|L,—0-Na+
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CH; —O—C—Cy;H3;
Triestearina Glicerol Estearato de Sodio

Figura 5. Hidrdlise alcalina de triacilglicerdis. Triacilglicer6is, mediante aquecimento em presenca de bases
fortes, como hidréxido de sédio (NaOH) ou hidréxido de potassio (KOH), sofrem hidrdlise produzindo sais de
acidos graxos (saboes). No esquema acima € mostrada a hidrdlise do triestearina na presenca de NaOH dando
origem a glicerol e sal sddico (estereato de s6dio).

Assim como os dcidos graxos, os sabdes sdo moléculas anfipaticas apresentando em sua
estrutura uma longa cadeia carbonica (cauda apolar, lipofilica) e um grupo carboxilato (cabeca polar,
hidrofilica). Dessa maneira, os sabdes, quando em solucdo aquosa, associam-se por interacdes
hidrofébicas entre as caudas apolares formando um uma pelicula lipidica na superficie do liquido ou

dando origem a estruturas como as micelas (Figura 6).

Pelicula lipidica

Grupo carboxilato ‘
Cadeia carbonica — .
(W .
Sabio = -— -+ — Micela
s 4

Figura 6. Formacdo de micelas a partir das interacdes entre sabdes dispersos em solucdo aquosa.

5.1.1.1. Propriedades dos saboes
Sob condicdes especificas, os dcidos graxos dos sabdes podem ser precipitados. A adicdo de
acidos fracos, como 4cido acético, leva a formacdo de acidos graxos insoliveis por causa do baixo

grau de dissociacao (Figura 7).
-t
-+ - — N
cns—(CHz)fCsz—(cnz)Y—coo K + H,C-COOH — CH;(CHZ)fCH—CH—(CH2)7 COOH + H,C-C00™ K

OLEATO DE POTASSIO ACIDO ACETICO ACIDO OLEICO ACETATO DE
(precipita) POTASSIO

Figura 7. Precipitacdo de 4cidos graxos a partir da hidrdlise dcida de sabdes. Em presenca de acido acético
(4cido fraco), 4cido oléico (4cido graxo) é precipitado a partir da hidrélise dcida do oleato de potédssio (sabdo).

Os sabdes precipitam quando sdo usados em dguas ricas em sais de calcio ou magnésio (dguas

duras). Os fons célcio e magnésio da dgua reagem com &4cidos graxos formando sais insoldveis. Os



41

sabdes também podem precipitar pela adicdo de excesso de eletrdlitos, os quais reprimem a

dissociagdo dos sabdes, fazendo com que as micelas percam a carga e precipitem.

-+ _ _ 2+
2CH;(CHZ);CHZCH—(CH2)7—COO K + caCl, — CHs—(CHz);crl_CH—(CHZ);coo ca + 2Kel
2

OLEATO DE POTASSIO CLORETO DE OLEATO DE CALCIO CLORETO DE
CALCIO (precipita) POTASSIO

Figura 7. Reacdo de precipitagdo de sabdo através de salificagdo. A exposi¢dao de sabdes, como o oleato de
potéssio, a ambientes ricos em sais de cdlcio ou magnésio induz a formagdo de sabdes insoliveis.

Os sabodes possuem propriedades emulsificantes. Emulsdo é a mistura entre dois liquidos
imisciveis em que um deles (fase dispersa) encontra-se na forma de pequenos glébulos dispersos em
meio ao outro (fase continua). Minusculas particulas de 6leo ou solventes organicos sdo sustentadas
em suspensdo numa solucdo aquosa. Porém, quando as duas fases sdo misturadas ou agitadas
vigorosamente, essas particulas formam uma emulsdo onde os 6leos ou os solventes organicos tendem
a dispersar-se pela solugdao. Com o tempo, as emulsdes tendem a retornar para o estado estavel
podendo se observar duas ou mais fases distintas (Figura 9A). Os sabdes sdo agentes emulsificantes,

pois quando adicionados as emulsdes, tendem a torna-las mais estdveis e homogéneas (Figura 9B).
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Figura 8. Propriedade emulsificante dos sabdes. Uma mistura de dois liquidos imisciveis pode formar
uma emulsdo através de agitacdo (fornecimento de energia). Contudo, as emulsdes s@o instaveis e
tendem a tornar-se misturas com o passar do tempo (A). Os sabdes agem como surfactantes
estabilizando a emulsdo formada através da formagdo de micelas com 6leos ou solventes organicos. As
cadeias hidrocarbdnicas nao-polares dos sabdes dissolvem-se no éleo ou solvente organico enquanto
os grupos i0nicos polares na fase aquosa. As goticulas carregadas negativamente repelem-se
mutuamente (B).
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Curiosidade: Um subproduto da manufatura de saboes ¢é a glicerina (glicerol), da qual se pode obter a
nitroglicerina, um poderoso explosivo. Durante a I e II Guerras Mundiais, as donas de casa guardavam

o0 excesso de 6leo e gorduras de cozinha e o devolviam para a recuperagdo da glicerina.

5.2. PROCEDIMENTOS
5.2.1. Experimento 1: Ponto De Fusdo De Gorduras

Neste primeiro experimento temos como objetivo correlacionar a estrutura dos lipideos
presentes na manteiga, gordura vegetal hidrogenada e banha de porco com seus respectivos valores de
ponto de fusdo. Para isso os seguintes procedimentos devem ser realizados:
a) Colocar 1 g de manteiga, gordura vegetal hidrogenada e banha de porco em tubos de ensaio
diferentes.
b) Colocar os tubos de ensaio em banho-maria, partindo de cerca de 30°C.

¢) Acompanhar, através do termdometro, a faixa de temperatura onde dé-se o inicio da fusdo de cada

amostra e anotar.
d) Determinar a ordem em que as amostras come¢am a fundir. Para isso vocé pode assistir ao video

encontrado no /ink: https://www.youtube.com/watch?v=kyKbqgalGO5U

5.2.2. Experimento 2: Teste Do Azeite Extra Virgem

O objetivo desta pratica é demonstrar a relacdo entre a presenca de insaturacdes em oOleos
vegetais e seus pontos de fusdo. Para isso estudaremos o que acontece com 6leos de oliva virgem e
extra virgem de diferentes marcas quando submetidos a baixas temperaturas por 2 horas. O
procedimento completo € mostrado no video que pode ser acessado pelo link abaixo:

https://www.youtube.com/watch?v=slmgGaD00R g

5.2.3. Experimento 3: Saponificacdao

Como mencionado anteriormente, esterificar os dcidos graxos ao glicerol é uma estratégia do
organismo para conseguir armazenar energia na forma de uma molécula anidra. Se num momento de
oferta de alimentos podemos armazenar o excesso de nutrientes na forma de triacilglicerol, no jejum
ou durante o exercicio fisico podemos recorrer a esta reserva para obter energia. Para isso, a molécula
de triacilglicerol € hidrolisada a 4cidos graxos e glicerol, ou seja, as mesmas moléculas usadas para sua
sintese. Em nosso organismo essa reacdo s6 ocorre quando necessério sendo catalisada por enzimas
chamadas lipases. Os dcidos graxos liberados, assim como o glicerol, podem ser oxidados para a
obtenc¢do de energia. Mas ndo é somente no jejum que ocorre a quebra dos triacilgliceréis. Durante o
exercicio fisico a adrenalina também induz a quebra das moléculas de triacilgliceréis do tecido adiposo

através da ativagdo de lipases. Neste caso, os dcidos graxos liberados sdo usados como fonte de energia
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principalmente pelo tecido muscular que tem sua demanda energética aumentada durante o exercicio
fisico.

Neste experimento verificaremos o que ocorre quando a quebra de triacilglicerdis ocorre em
uma situagdo diferente: na presenca de fons s6dio e ambiente alcalino! Para isso assista aos videos
indicados que podem ser acessados através dos links abaixo:

Video 1: https://www.youtube.com/watch?v=uLp7Uyc1H6I
Video 2: https://www.youtube.com/watch?v=V8 XjFpKg2A

Os videos mostram o processo de saponificagdo onde triacilglicerdis (presentes em dleos ou
gorduras) quando em presenga de hidréxido de sédio ou hidréxido de potdssio e ambiente alcalino sao
convertidos em glicerina e um sal de 4cido graxo, o sabdo.

5.3.4. Experimento 4: Propriedade Emulsificante Dos Saboes

No experimento anterior aprendemos como os acidos graxos livres e aqueles obtidos da
hidrélise alcalina de triacilgliceris podem ser convertidos em sabdo. E a partir de sabdes e detergentes
que derivam os sabonetes, 0s xampus, os cremes dentais, os sabdes especiais para maquinas de lavar
louca e roupas, os detergentes desinfetantes, o sabdo comum e outros. O sabdo e seus derivados tém
uma caracteristica importante: agem como tensoativos (surfactantes) e sdo capazes de limpar sujeiras!
O objetivo deste experimento € mostrar como a estrutura da molécula de sabdo lhe confere
propriedades capazes de induzir a remocao de sujeiras quando em contato com a dgua. Para isso serd
necessdrio que voce assista ao video disponibilizado pelo link:

https://www.youtube.com/watch?v=xkYH9ghFuw(

Como este video auxilia no entendimento de como os sabdes removem sujeiras?

Bom, para entender como isso ocorre devemos antes descrever o que entendemos ser a
“sujeira” removida pelos sabdes. Quando dizemos que limpamos uma superficie apenas lavando com
dgua podemos supor que conseguimos retirar da superficie apenas aqueles materiais cujas moléculas
tém capacidade de se ligar ou interagir com as moléculas de 4gua. Basicamente seria jogar 4gua numa
superficie, a dgua se ligar a “sujeira hidrofilica” que entdo deixa a superficie sendo removida junto
com a dgua. Contudo nds sabemos que lavar roupas, louca, uma superficie ou mesmo as maos nao é
algo que se possa fazer apenas com édgua. Isso se deve ao fato de que todo tipo de sujeira que tem sua
molécula com cardter hidrofébico (a maioria das sujeiras!) ndo pode ser removida com dgua. Ao
tentarmos lavar uma panela com 6leo vemos o quanto isso € dificil. O 6leo parece permanecer aderido
a panela. De fato, o 6leo ndo interage com a 4gua como € mostrado no video onde 6leo e 4gua formam
duas fases distintas. Contudo, quando um sabdao ou detergente € utilizado conseguimos remover
facilmente o 6leo da panela, assim como o sabonete é capaz de remover as sujeiras hidrofébicas das

maos, o xampu a sujeira dos cabelos e assim por diante. Para isso utilizamos o sabao, detergente ou

xampu e logo apds fazemos o enxague com dgua! O experimento mostrado no video nos ajuda a
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entender como isso acontece. No video, o detergente de alguma maneira consegue fazer o dleo
“interagir” com a dgua o que seria equivalente a fazer a gordura da panela se solubilizar na dgua que
usaremos para enxagud-la. Como o detergente, assim como os sabdes, sabonetes e produtos de limpeza

conseguem fazer isso?

BIBLIOGRAFIA E ORIENTACOES PARA ESTUDO
Para o melhor entendimento das praticas realizadas sdo sugeridas leituras relacionadas aos
seguintes temas:
 Acidos graxos: composicdo, estrutura, propriedades
* Saponificagdo

¢ Emulsao, surfactantes

Para o estudo dos tépicos acima pode ser utilizado qualquer livro de Bioquimica. Abaixo algumas

sugestoes de bibliografias:

Apostila Trabalhando A Quimica Dos Sabdes E Detergentes. Odone Gino Zago Neto e José
Claudio Del Pino. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Quimica. Otima apostila
com textos didaticos e esclarecedores sobre os topicos abordados nesta aula pratica. Pode ser obtido

pelo link: http://www.quimica.seed.pr.gov.br/arquivos/File/AIQ_2011/saboes_ufrgs.pdf
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PRATICA 7: CARBOIDRATOS: ESTRUTURA E PROPRIEDADES.

6.1. INTRODUCAO

O amido é um polissacarideo que tem como fungao reserva energética na forma de carboidratos
em plantas, que sdo consumidas por organismos heterotréficos como principal fonte de glicose para
geracdo de ATP (NELSON, & COX, 2006). O amido constitui de 50% a 65% do peso das sementes de
cereais secos, e até 80% da substancia seca dos tubérculos. Nos paises europeus e nos Estados Unidos,
mais de 50% da produ¢do de amido € destinada a produgdo de hidrolisados, tais como glicose, maltose,
dextrinas e maltodextrinas. Esses hidrolisados, por suas propriedades especificas e seus diferentes usos
no setor alimenticio, constituem uma excelente valorizacdo da fécula, sendo usado na fabricacdo de
xaropes, preparo de colas e gomas, como excipiente farmacéutico, etc (SUMERLY et al., 2002).

Embora a distribuicio do amido seja ampla no reino vegetal, poucas plantas o produzem em
grandes quantidades. Milho e outros cereais, como o arroz, o sorgo € o trigo, contribuem
significativamente para o suprimento mundial de amido. Nos Estados Unidos mais de 95% do amido
comercializado € proveniente do milho. Em muitos paises, como por exemplo, no Brasil, o amido
também € extraido da batata, dos rizomas da araruta e das raizes da mandioca.

O amido ocorre em granulos (ou graos) que tém estrias tipicas. Estas, aliadas ao tamanho e a
forma dos granulos, sdo especificas de cada espécie de planta e esta caracteristica morfoldgica pode

servir de meio de identificagdo microscépica da origem botanica do amido (Fig. 1).

Fig. 1. Microscopia eletronica de varredura (MEV) a esquerda e microscopia 6ptica a direita de um
granulo de amido.
(fonte: http://www.cheng.cam.ac.uk/research/groups/polymer/RMP/nitin/Granule.jpg).

Estruturalmente, o amido é classificado como um homopolissacarideo, sendo que a hidrélise de
suas ligacdes glicosidicas fornece unidades de glicose livres. Tal hidrélise pode ser quimica ou
enzimdtica e a glicose formada que pode ter diversos destinos, variando desde uma aplicacdo
biol6gica, sendo fundamental fonte de energia para as células vivas sendo convertida em ATP por
reacOes catabolicas oxidativas, até aplicagdes biotecnoldgicas, servindo como fonte de carboidratos
para reagOes fermentativas para producdo de etanol em industrias quimicas, de alimentos, de bebidas

ou de combustiveis (NELSON & COX, 2006).
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O amido € um polissacarideo sintetizado pelos vegetais e tem a funcdo de reserva energética,
semelhante ao glicogénio nas células animais. Estruturalmente, o amido é formado pela mistura de
dois polimeros, a amilose e a amilopectina, que sdo homopolissacarideos constituidos por residuos de
o-D-glicopiranose ligados entre si  por ligagdes glicosidicas. A amilopectina constitui
aproximadamente 80% do peso seco dos polissacarideos existentes no grao de amido e € menos
hidrossolivel que a amilose. E formada por residuos de o-D-glicose unidos entre si por ligacdes
glicosidicas (a1—4) com ramifica¢des (a1 —6), enquanto que a amilose ndo possui tais ramificagdes,

formando um polimero linear (Fig. 2).

AMILOPECTINA

AMILOSE ligagiio
o al-6

CH,OH

H OH n

ligacdo
al—4

Fig. 2. Estruturas quimicas da amilose e amilopectina, evidenciando as ligacdes glicosidicas.

A presenca de varios grupos hidroxila na estrutura do amido confere a este uma natureza
altamente hidrofilica. A insolubilidade do granulo em &dgua fria é devida as fortes ligacdes de
hidrogénio que mantém as cadeias de amido unidas. No entanto, na presenca de dgua e aquecimento, a
dgua € incorporada na estrutura do granulo fazendo com que componentes mais soliveis, como a
amilose, se dissociem e difundam-se para fora do granulo. Este processo € conhecido como
gelatinizagdo. Com a gelatinizacdo, ocorre um aumento da viscosidade do meio, os granulos sdo
totalmente quebrados e as regides cristalinas desaparecem (CORRADINI et al, 2007).

Os tipos de ligagdes presentes na amilose e amilopectina forcam esses polimeros a adquirem
uma conformacgao espacial helicoidal (Fig. 3). Estas estruturas compactas produzem os granulos

densos de estocagem do amido, ja mostrados na Fig. 1.
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Fig. 3. Representacdo da estrutura helicoidal de uma cadeia de amilose, polimero que compoe a
estrutura do amido (fonte: NELSON & COX, 2006).

O amido tem estrutura quimica muito parecida com o glicogénio, porém possui menos
ramificagdes. Sua sintese em plantas também € bastante semelhante a sintese do glicogénio em
animais, com a substituicio da forma ativada da glicose de UDP-glicose por ADP-glicose, com
catdlise pela enzima amido sintase. No processo de digestdo, a hidrolise do amido € catalisada
enzimaticamente pelas a-amilases salivar e pancredtica, que clivam as ligacdes glicosidicas al—4 da

amilose originando uma mistura de maltose, amilopectina e glicose, e também as ligagdes al—4 da

amilopectina, originando uma mistura de polissacarideos denominados dextrinas.

Os monossacarideos sao definidos como poli-hidroxialdeidos ou poli-hidroxicetonas ou
compostos que os liberem por hidrélise. Apresentam a férmula geral [C(H,0)], e apresentam uma
propriedade quimica muito importante em meio aquoso devido a reatividade Da carbonila: ciclizagao
em meio aquoso. Este processo de ciclizagdo leva a formagao de um carbono anomérico, sendo que a
hidroxila formada ligada a esse carbono apresenta propriedades redutoras.

Diversos reagentes sdo utilizados para a andlise de poder redutor em agucares. Alguns desses
métodos utilizam agentes oxidantes suaves, tais como fons férrico (Fe’*) e clprico (Cu**) em meio
alcalino, fazendo deteccdo qualitativa. Métodos quantitativos utilizam técnicas espectrofotométricas,
titulométricas ou gravimétricas (SILVA et al., 2003). Dissacarideos ligados pelas suas hidroxilas
redutores como € o caso da sacarose ndo apresentam poder redutor, porém quando hidrolisados passam
a exibir esta caracteristica.

Tais propriedades sdo muito importantes e, por muitas vezes, utilizadas para identificacdo de

acucares, verificacdo de adulteracdo e falsificacdao de alimentos, entre outros.

6.2. OBJETIVO GERAL
Este experimento didatico tem como proposta fazer com que os estudantes compreendam a

aplicacdo dos conceitos tedricos adquiridos durante as aulas sobre a conformagao espacial do amido.

6.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) fazer a reacdo de identificacdo com iodo, variando condi¢des de temperatura, utilizando tubos
abertos e tampados;

b) fazer a reacdo qualitativa de identificacdo de agucares redutores no amido utilizando o reagente de

Benedict, em comparacio com solugdes de glicose e sacarose.
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6.3. PROCEDIMENTOS
6.3.1. Experimento 1: Reacdo Do Amido Com O Lugol

O amido é um polissacarideo de extrema importancia em alimentos sendo produzido em
grandes quantidades nas folhas dos vegetais como forma de armazenamento dos produtos da
fotossintese. De fato, o amido nada mais é que um polimero formado pela ligacdo de moléculas de
glicose. Neste experimento uma soluc¢do de amido e outra de moléculas de glicose livre sdo misturadas
ao reagente de lugol, uma mistura de iodo (I;) e iodeto de potdssio (KI). A principio poderiamos
pensar que o resultado seria o0 mesmo para as duas solugdes ja4 que ambas sdo formadas apenas de
glicose. Contudo ... o resultado ndo é o mesmo! O experimento abaixo, dividido em parte I e parte II,

nos ajuda a compreender melhor o que acontece nesta situagado.
PARTE 1

1. Identifique 3 tubos de ensaios como tubo 1, tubo 2 e tubo 3
2. Ao tubo 1 adicione 2 mL de dgua destilada (tubo controle)
3. Ao tubo 2 adicione 2 mL de solu¢do de amido

4. Ao tubo 3 adicione 2 mL de solugdo de glicose

e
A~

g e

5. A cada um dos tubos adicione 4 gotas do reagente de lugol. Observe a coloragdo obtida em cada

tubo
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PARTE 2

1. Ao tubo 2, contendo amido, adicione 5 gotas de NaOH 1M. Observe o resultado.

6.3.2. Experimento 2: Pesquisa De Acticares Redutores Com Reagente De Benedict

Nesta pritica utilizaremos o reagente de Benedict (uma fonte de Cu®") para determinar o poder
redutor de diferentes actcares (amido, glicose, sacarose, frutose, lactose e maltose). Todos os
monossacarideos apresentam a capacidade de agir como agentes redutores. Contudo, dissacarideos e
outras estruturas nem sempre apresentam esta propriedade. Para entendermos por que isso ocorre,
precisamos saber um pouco mais sobre agicares redutores, como s@o caracterizados quanto a estrutura

e porque possuem a capacidade de reduzir outras moléculas.
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Vocé deve se lembrar que na aula tedrica sobre carboidratos essas moléculas foram definidas
como poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas, certo? A prépria definicio nos ajuda a entender a
estrutura dessas moléculas: poliidroxi = vdrios grupos hidroxila (OH) ; aldeido, cetona = possuem
grupo carbonila (carbono ligado por ligacdo dupla ao oxigénio) na extremidade da cadeia carbOnica
(no caso das aldoses) ou em carbono dentro da cadeia (no caso de cetonas). Veja abaixo a figura onde

as moléculas de glicose e frutose sao apresentadas.

N W
§ wegmon
H—C—OH Cc=0
HO-—C—H 'HO—C—H
H—C—OH | T
H—C—OH H—C—OH
CH,OH CH,OH
Aldose Cetose
D-GLICOSE D-FRUTOSE

Repare que a molécula de glicose é uma aldose pois tem a carbonila posicionada no carbono 1
(extremidade da cadeia). J4 a frutose € uma cetose pois a carbonila se posiciona no carbono 2 (dentro
da cadeia). Para vocé compreender como um agucar funciona como molécula redutora é sempre
importante que saiba exatamente qual de seus carbonos possuem a carbonila pois é justamente os
ligantes desse carbono que determinardo a capacidade de redu¢do do acucar.

Na natureza, monossacarideos com 4 ou mais carbonos tendem a apresentar-se na forma ciclica

quando em solugdo aquosa. Veja s6 o que acontece com a molécula de glicose neste processo;
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N
2
H-=c—oH
HO—3CI—H D-GLICOSE
H—4CI—OH
H—5C|—OH
®CH,0H
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" OH
1/ \
¢\ oH H S
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Perceba que o carbono 1 (aquele que apresenta a carbonila) reage com uma hidroxila presente
no carbono 5 dando origem a uma molécula de estrutura ciclica e que agora possui mais um grupo
hidroxila (OH) ligado ao carbono que antes apresentava a carbonila. Este carbono que agora se
apresenta ligado a hidrogénio e hidroxila é chamado de carbono quiral ou anomérico. Isso porque
agora ele estd ligado a 4 grupos diferentes (H, OH, C, O) e pode dar origem a isOmeros. Veja que antes

esse carbono ndo apresentava essa propriedade pois estava ligado por ligacdo dupla ao oxigénio.

HO=¢—H  D-GLICOSE

H—? OH
5
H—C—OH
]
CH,0H
5c|u,on
HSCI o8
4c|/“ \C/
OH H /'
woM 1/ Yo
JC ZC
I |
H OH
SCH,0H SCH,OH
5 5
H 3¢C—o0 uec 0
H H
4I/,'1 \ / 4I/,|i \ P b 23
C. OH HIEQ C. OH w16 &— Carbonoanomeérico
I\] 1/ “on I\J I/ n
H
o —¢ HO ;¢——¢
| | | |
H OH H OH

a-D-GLICOPIRANOSE  B-D-GLICOPIRANOSE
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Resumindo, aquele carbono que apresentava a carbonila na molécula de glicose, deu origem a
um carbono quiral na molécula de glicose ciclizada o qual apresenta uma ligacdo a hidroxila. E
justamente essa hidroxila que da caracteristica a molécula de poder redutor ja que ela pode transferir

elétrons para outra molécula.

6C|H20H
H r
/H \ /H- carbono
H(l)\(l)H & / OH | anomérico |
Z}C
I

a-D-Glucopyranose

hidroxila com
poder redutor

No caso da frutose, outro monossacarideo, acontece a mesma coisa. Contudo, como o carbono
da carbonila era o 2 entdo € este carbono que da origem ao carbono quiral, como mostrado abaixo.

Carbono anomérico

"cH,0H
4 | ~ 1 CH,OH
o 6 CH,OH H g
| N C PR
HO—C—H \ | ‘ AN
| \ - oH ' \ /
! H O AN [
4 ) | VAN
H (|: OH /’g I 4T_(I:3/ C—C .
/ H
H—C— 4 OH H OH
| a-D-Fructopyranose
8¢h,0H

Todo monossacarideo serd redutor pois apresenta a hidroxila do carbono quiral livre para reagir
com outras moléculas. Mas o que acontece quando essa molécula se une a outro monossacarideo
formando um dissacarideo? O que acontece com a capacidade de reducdo dos monossacarideos
quando estdo em estruturas moleculares maiores? Para saber se essas moléculas ainda apresentam a
capacidade de reducdo € simples: veja se o carbono quiral e a hidroxila redutora ainda estio livres ou
se participaram da unido das moléculas e ndo se encontram mais disponiveis. No primeiro caso a
molécula continua sendo redutora e no segundo caso ja ndo apresenta mais essa caracteristica
justamente pelo fato da hidroxila com capacidade redutora ter sido utilizada em outra reacdo. Veja o

exemplo abaixo da molécula de sacarose.
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Sucrose
a-D-glucopyranosyl g-p-fructofuranoside
Gle(ale2p)Fru

A molécula de sacarose é um dissacarideo formado pela ligacdo covalente entre dois
monossacarideos, a glicose e a frutose. Repare que essa ligagdo ocorre exatamente entre o carbono 1
da glicose e o carbono 2 da frutose. Se lembrarmos da estrutura da glicose na forma livre vamos
lembrar que o carbono 1 era justamente aquele carbono que se tornou o carbono anomérico com a
hidroxila com poder redutor. Logo, essa molécula de glicose ndo € mais redutora pois essa hidroxila
reagiu com a frutose formando a ligacdo entre as duas moléculas. E a frutose, ainda conserva seu poder
redutor apds se ligar a glicose formando a sacarose? Veja que o carbono da frutose que reagiu com a
glicose € o carbono 2, exatamente o carbono quiral da molécula de frutose ciclizada. Logo, a hidroxila
com poder redutor que estava neste carbono também foi perdida durante a ligacdo a glicose. Podemos
entdo concluir que ambos os carbonos quirais, tanto da glicose quanto da frutose, participaram da
ligacdo entre as moléculas durante a formacao da sacarose. Com isso, ambas das hidroxilas redutoras

foram perdidas e a molécula final formada, a sacarose, nao tem poder redutor.

Vejamos agora um segundo exemplo com a lactose, o aguicar presente no leite. A lactose € um

dissacarideo formado pela ligacdo covalente entre galactose e glicose.

SCH,0OH SCH,OH

Lactose (B form)
B-p-galactopyranosyl-(1—-4)8-p-glucopyranose
Gal(B1—4)Glc

Acima podemos ver que a ligacdo entre as duas moléculas se da pela reacdo do carbono 1 da

7z

galactose com o carbono 4 da glicose. A primeira pergunta que nos fazemos é: o carbono 1 da
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galactose € o carbono quiral? Para responder a essa pergunta vamos recorrer a uma figura que mostra a

estrutura da galactose na forma aberta.

“xcﬁﬂ H\c-:?ﬂ
H—IIZ—DH H-l‘!t—DH

HD—IjI"H HCI-I:I--H

Hwtj':*-GH HD-—IZII-H
H—IZII—DH H—li‘.—DH
CH,OH CH,0H
Glucose Galactose

7z

Veja que a molécula de galactose € uma aldose assim como a glicose, ou seja, possui a
carbonila na extremidade da cadeia, no carbono 1. Logo, o carbono 1 é o carbono quiral na molécula
de galactose ciclizada. Na formacdo da lactose € justamente este carbono que participa da ligacdo
covalente entdo podemos concluir que na molécula de lactose a galactose perde seu potencial redutor.
E a molécula de glicose? Veja que na ligagdo a galactose € o carbono 4 quem participa da reacao.
Como vimos anteriormente, a hidroxila com poder redutor da glicose estd no carbono 1 e ndo no

carbono 4. Veja que a hidroxila redutora do carbono 1 esta livre na molécula da lactose.

SCH,OH

Lactose (B form)
B-p-galactopyranosyl-(1—4)8-p-glucopyranose
Gal(B1—-4)Glc

Dessa maneira podemos dizer que a molécula de lactose € redutora ja que ainda apresenta uma

hidroxila redutora livre (na molécula de glicose).

Agora vamos verificar o poder redutor de outras moléculas através do uso do reagente de
. . 2 . .
Benedict que nada mais que uma fonte de Cu™ em ambiente alcalino. Neste teste, a presenga de um

actucar redutor promove a reducio do cobre.

PARTE 1
1. Numere 5 tubos de ensaio

2. Ao tubo 1 adicione 1 mL de soluc@o de amido



3. Ao tubo 1 adicione 1 mL de solu¢do de sacarose
4. Ao tubo 1 adicione 1 mL de solugdo de glicose
5. Ao tubo 1 adicione 1 mL de solucdo de frutose

6. Ao tubo 1 adicione 1 mL de dgua destilada (controle)

7. Adicionar 2 mL de reagente de Benedict a cada um dos tubos

9. Ap6s esfriar, observar e descrever os resultados.

55



56

sacarose

frutose

_ glicose | .
amido agua

PARTE 2
Assista ao video disponivel pelo link abaixo onde lactose, maltose e sacarose sdo avaliadas quanto ao
poder redutor com reagente de Benedict.

https://www.youtube.com/watch?v=N5OSEbHb5us

Observacdo: Neste video o produto formado pela reacdo do cobre com o agtcar redutor também é
vermelho (tijolo). Contudo, os tubos aparecem esverdeados pois neste caso o azul da reagente de

Benedict acaba se sobressaindo e alterando a visualizacdo do precipitado que ainda é de vermelho!

ORIENTACOES PARA ESTUDO

Para o melhor entendimento das préticas realizadas sdo sugeridas leituras relacionadas aos seguintes

temas:

= Carboidratos: composicao, estrutura, propriedades
= Amido: estrutura

= Cicliza¢do de monossacarideos
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