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Resumo

A Parte Ill do artigo Algumas préticas de bioquimica no curso de Agronomia,
traz os Ultimos trés procedimentos exemplificados para as préaticas de
bioguimica. Nesta Ultima parte da colecdo tem-se uma nocao sobre fragilidade
osmotica, acucares redutores e acao da amilase salivar. Existem mais diversas
praticas que podem ser adotadas no laboratério, mas que ndo vem ao caso

deste trabalho.
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Abstract

Part 11l Article Some biochemical practices in the course of Agronomy, brings
the past three exemplified procedures for biochemical practices. In the latter
part of the collection we have a sense of osmaotic fragility, reducing sugars and
action of salivary amylase. There are several practices that can be adopted in

the laboratory, but that's beside the point of this work.
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PRATICA 08: FRAGILIDADE OSMOTICA DOS ERITROCITOS

Introducéo

O potencial osmotico € a capacidade, por exemplo, d'agua ir para um
ambiente mais concentrado. Se ela recebe um soluto e fica mais concentrada,
busca menos ambientes com maior concentracdo. A osmose (processo de
passagem de agua) ocorre do meio hipotdnico para o hiperténico. Ao se elevar
a concentracao de soluto o potencial osmético tende a ficar negativo, assim, a
dgua pura possui maior potencial osmético do que quando dissolvida
(CAMPELO, 2011).

No solo por suas camadas ndo serem separadas por membranas, o
potencial osmaético tem pouco efeito no movimento da agua no solo. Seu
principal efeito esta na absorcdo de agua pelas raizes das plantas. Em solos
salinos, o potencial no solo € menor que o das raizes das plantas. Nas plantas
0 potencial osmatico, refere-se a presenca de sais dissolvidos na solucao, os
quais reduzem o potencial hidrico, diminuindo a disponibilidade de agua. Na
regido de absorcdo de agua na planta (raiz), o potencial osmético é mais alto
qgue nas folhas, isso promove movimentacdo de agua no xilema, do solo até as
folhas. As plantas estdo sempre absorvendo e perdendo agua (MAIA et al,
2013).

Na pratica a seguir, o potencial osmético sera tratado em relacdo ao
sangue. O sangue é composto por diferentes células que ficam imersas em um
liguido composto de agua e proteinas, uma dessas células sdo as heméacias
(conhecidas como eritrocitos ou globulos vermelhos), elas sdo anucleadas,
vivem cerca de 120 dias, e correspondem a cerca 45% do sangue. Dentro
delas estdo as hemoglobinas que fazem o transporte de oxigénio no corpo. A
hemoglobina é proteina que da cor vermelha ao sangue no homem a principal
€ a hemoglobina A (SANTOS, 2014).



O objetivo desta aula é determinar a resisténcia minima, média e
maxima das hemacias misturadas a solugdo salina e observar, o rompimento

das mesmas e a liberacdo de hemoglobinas.

Material e Métodos

Na aula prética de hoje utilizou-se materiais como, as pipetas
volumétricas (1 e 2 mL), conta gotas, pipetador, estante, erlenmeyer, agua
destilada, micropipeta, tubos falcons. Além de solucdo salina (NaCl 0,9%),
sangue de cavalo, centrifuga e espectrofotbmetro. Durante o experimento o
mesmo foi dividido em duas etapas sequenciais, ou seja, a segunda era
dependente da realizacdo da primeira. Foram preparados 8 tubos falcon

marcados e 8 tubos de ensaio.

A metodologia iniciou-se com a montagem da etapa |, que era &
preparacdo dos 8 primeiros tubos (tubos falcon). Os tubos foram marcados de

1 a 8, e preparados como mostra na tabela 01.

Tabela 01- Preparo dos tubos falcon.

Tubos (mL) 1 2 3 4 5 6 7 8

NaCl 0,9% 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
Agua destilada 1,6 1,4 1,2 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2
Sangue (Cavalo) | 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

O sangue foi retirado com o auxilio da micropipeta para uma melhor
precisdo da quantidade e também, para que os alunos tivessem, pratica no
manuseio de materiais como este. Apos a preparagdo dos tubos 0os mesmos
foram misturados através de inversdo (sem agitacdo) e centrifugados a 2500

rpm por 5 minutos.




Apoés a centrifugacdo deve-se observar a coloracdo do sobrenadante e

do precipitado no fundo do tubo, que deve ser anotada e discutida.

Na etapa Il do experimento, foram preparados 8 tubos de ensaio todos
com 1 mL de &gua destilada, marcados de 1 a 8. Com o auxilio de uma pipeta
era retirado o sobrenadante da etapa |, tomando muito cuidado para né&o
movimentar o tubo falcon, para ndo ocorrer uma nova mistura do sobrenadante
com o precipitado. Entao retirou-se 1 mL do sobrenadante de cada tubo falcon
e misturou-se este 1mL de sobrenadante com a agua destilada do respectivo

tubo, conforme as marcagoes.

Depois de feita a diluicdo os tubos foram levados para o
espectrofotometro, e tiveram sua absorbancia medida (520 nm). Anotou-se e
discutiu-se os resultados.

Resultados e discusséo

Na etapa |, observou-se a cor do sobrenadante que poderia ser
vermelha ou esbranquicada. Quando as hemacias sao rompidas as
hemoglobinas sdo liberadas e assim temos uma coloracdo vermelha. Quando
as hemacias ndo sdo rompidas, ndo ha liberacdo de hemoglobinas e tem-se
um tom esbranquicado. Do tubo 1 até o tubo 4 a cor do sobrenadante ficou
vermelha, houve maior rompimento de hemécias e maior liberacdo de
hemoglobina e do tubo 5 até o tubo 8 ficou esbranquicado, houve um menor

rompimento de hemacias e menor liberacdo de hemoglobina.

Os resultados da etapa I, sdo mostrados na tabela 02 e no grafico 01.

Tabela 02. Absorbancia das amostras.

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8

Abs (520 nm) | 0,58 0,58 0,58 0,37 0,04 0,02 0,01 0,01




Grafico 01. Curva de calibracdo e equacao da reta.
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Conforme pode-se notar na tabela 02 e no grafico, quanto menor a
quantidade de NaCl, maior foi a absorbancia, (maior liberagdo de hemoglobina
causada pelo rompimentos das hemacias). Isso acontece por que uma
pequena dose de sal, mantém o meio menos concentrado do que o interior das
hemacias e com isso a 4gua busca o local mais concentrado, ou seja, o interior
das hemacias o que promove a lise (rompimento da membrana). Em doses
altas de NaCl, a concentracdo de soluto fora da hemécia € maior e isso
promove um murchamento da membrana, nesse caso ndo ocorre a lise, sem

lise ndo ha liberacdo de hemoglobinas e a absorbancia é menor.

Considerac0es finais

De acordo com o comportamento das hemacias, pode-se observar que
diferentes concentracdes de sais influenciam de formas diferentes a membrana
das células, isso fica claro pela liberagdo ou ndo de hemoglobina, que torna a
solugdo vermelha. Pequenas concentragcdes favorecem a lise, grandes

concentracdes ndo favorecem isso ficou evidenciado pelo gréfico.
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PRATICA 09: DOSAGEM DE ACUCAR REDUTOR NO SANGUE

Introducéo

A glicose e outros acucares (frutose, lactose e maltose), capazes de
reduzir o ion cuprico sdo chamados de acucares redutores. Agucares redutores
sdo carboidratos doadores de elétrons por possuirem grupos cetonas e
aldeidos livres ou potencialmente livres, capazes de reduzir agentes oxidantes,
se oxidam em meio alcalino. A sacarose ndo € um acucar redutor, mas depois
de sofrer uma a hidrolise, tornam—se um (NELSON; COX, 2011).

A glicose é a principal combustivel para o cérebro. Com a evolucao, 0s
animais desenvolveram mecanismos hormonais complexos para garantir que a
concentracdo de glicose no sangue permanece alta o suficiente para satisfazer
as necessidades cerebrais (NELSON; COX, 2011).

Os acucares sao produzidos pelas plantas verdes a partir do diéxido de
carbono e da agua, a custa da energia solar captada pela clorofila. Enquanto
gue as plantas constroem 0s acucares, 0s animais, pelo contrario, efetuam a

sua degradacéao para obter energia (PINTO, 2004).

Como nessa pratica serd usado sangue de cdo, deve-se saber 0s
valores para hiperglicemia e hipoglicemia, nestes animais. Considera-se
hiperglicemia em cédes quando a concentra¢do sanguinea de glicose € superior
a 130 mg/dl. E hipoglicemia quando a concentracdo € inferior a 60mg/dl
(SERODIO et al, 2008).

O objetivo desta aula é determinar a concentracdo de acUcares

redutores em material bioldgico, mais especificamente em sangue canino.



Material e Métodos

Na aula prética de hoje utilizou-se materiais como, as pipetas
volumétricas (1, 2, 5 e 10mL), conta gotas, pipetador, estante, erlenmeyer,
agua destilada, tubos de ensaio, tubo falcon, micropipeta, aquecedor, bolas de
vidro (bolas de gude), centrifuga e espectrofotdmetro. Solucdo de hidréxido de
bario 0,3 mol/L, sangue de cachorro, sulfato de zinco a 5%, o reativo de
Somogyi, reativo de Nelson, Solugcéo padréo de glucose (glucose a 100mg%)

diluido 1:10 mL. Na aula o experimento foi dividido em duas etapas.

A metodologia iniciou-se com a montagem da etapa | (Desproteinizag&o
e reacdo de coloracdo), que era a preparacdo de 1 tubo falcon, neste foi
acionado 3,5 mL de agua destilada e 0,1 mL de sangue (retirado com
micropipeta para melhor precisdo) e misturado até a completa hemolise.
Depois foi adicionado 0,2 mL de solucéo de hidréxido de bario a 0,3 mol/L, a
solucdo foi misturada e deixada de repouso por 5 minutos. Apds esse tempo,
ainda foi adicionado 0,2 mL de sulfato de zinco a 5%, misturado e centrifugado

a 2500 rpm, por 10 minutos.

Apés a centrifugacdo, foram preparados dois tubos de ensaio: A e B,
(amostra e branco/ testemunha, respectivamente). No tubo A foi adicionado 1
mL de sobrenadante da solucdo do tubo falcon e no tubo B foi adicionado 1 mL
de agua destilada. Em ambos os tubos foi adicionado 1 mL de reativo de
Somongyi, misturar e colocar em banho-maria fervente por 10 minutos, os
tubos sdo tampados com uma bola de vidro para evitar a evaporacdo. Em
seguida, apos retirar os tubos do banho-maria deixo-os esfriar e em seguida foi
adicionado em ambos os tubos 1 mL do reativo Nelson e misturar, completar o
volume para 10 mL com agua destilada e misturar (usou-se 3 mL em cada

tubo, entdo adiciona-se 7 mL de agua destilada).

Depois os tubos foram levados ao espectrofotdmetro, e este foi calibrado
com o tubo B, em seguida se determinou a absorbancia do tubo A (520nm).
Depois comparar os dados com a curva de calibracdo que sera feita a seguir e

calcular a concentracdo de glucose no sangue.



Na etapa Il (curva de calibracdo), foram marcados 6 tubos de ensaios, e

preparados como mostra na tabela 01.

Tabela 01- Preparo dos tubos falcon.

Tubos 1 2 3 4 5 6
Padrdo de glucose | ----- 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
diluido 1:10 (mL)

Agua destilada (mL) | 1,0 0,8 0,6 0,4 0,8 --
Reativo de Somogyi 1 1 1 1 1 1

Depois de adicionados os reagentes conforme a tabela 01, os tubos
foram misturados e levados a banho-maria fervente por 10 minutos. Apds o
banho-maria, os tubos esfriaram e foi adicionado em todos os tubos 1 mL de
reativo de Nelson, e completado o volume para 10 mL com &gua destilada.
Depois fazer a leitura da absorbancia dos conteudos contra o tubo branco, a
520 nm. Em seguida com o grafico da curva de calibracdo determinar a

concentracdo de glucose no sangue.

Resultados e discussao

Na etapa |, observou-se a cor do sobrenadante apds a centrifugacéo, a
hemoglobina, o ferro entre outros elementos, enfim tudo que néo fosse glucose
ficou precipitado no fundo do tubo (com isso as substéncias que déo cor
vermelha ao sangue), por isso o sobrenadante ficou transparente. O resultado
da primeira etapa foi uma absorbancia de 0,005 nm. Valor que sera usado para
calcular a concentragcdo de glucose no sangue com o auxilio da curva de

calibracéo.

Na etapa Il, os resultados sdo mostrados na tabela 02 e no gréafico 01.




Tabela 02. Absorbancia para curva de Calibragao.

Tubos 1 2 3 4 5 6

Abs (520 nm) 0 0,35 0,95 2 2,5 2,9

Grafico 01. Curva de Calibracdo e equacéao da reta.
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A partir da equacdo da reta obtida com o gréfico se calculou a
concentracdo de glucose no sangue deste animal. O resultado foi uma
concentracdo de 0,0078 mg/mL ou 0,78 mg/ 100mL de glucose no sangue.
Para comparar com os valores enunciados por Pinto (2004), esse resultado foi
transformado em mg/ dL é se obteve um valor de 0,000078 mg/ dL. E em
comparacao ao que foi enunciado pelo autor, esse animal se encontra em um
estado de hipoglicemia muito avancado, pois a concentracdo de glucose que

ele apresenta esta muito abaixo do que se espera.

Muitos fatores pode tem ajudado a influenciar este resultado, como as
condicbes em que o animal se encontrava, como estava sua alimentacéo (ou a
falta desta). Também poderiam haver fatores referentes a coleta da amostra de
sangue, a sua diluicdo em solucbes antes do experimento, alguma alteracéo
sofrida pela amostra ou mesmo algum erro durante a execugdo do mesmo.
Enfim seria necessario uma investigacdo mais a fundo para saber o real motivo
do resultado, mas para Pinto (2004), como ja foi dito esse animal estaria muito

hiperglicémico.




Considerac0es finais

Como foi demonstrado na pratica desta semana, a partir de valores
conhecidos no caso da concentracdo de glucose, é possivel criar curvas de
calibracéo e por meio destas descobrir valores desconhecidos. Como pode se
observar os valores de concentracdo de glucose nesse animal esta muito
abaixo do que se espera até para hipoglicemia, talvez alguma alteracdo na
amostra, ou mesmo as condi¢des fisicas do animal (doencas, alimentacgéo,

entre outros), podem ter influenciado neste resultado.
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PRATICA 10: HIDROLISE ENZIMATICA DO AMIDO - CURVA DE TEMPO
PARA A ATIVIDADE DA AMILASE SALIVAR

Introducéao

A digestdo do amido € iniciada na boca, pela saliva que contém uma
amilase. Amilases sdo enzimas catalisadoras da hidrélise do amido, atuando
na digestdo do mesmo. Na natureza estao distribuidas: a-amilase da saliva e
do suco pancreatico, B-amilase do malte, y-amilase de fungos, etc. Sé&o
classificadas como: Endo-enzimas (a-amilases) e exo-enzimas (B e y-
amilases). A a-amilase salivar e pancredtica catalisa a hidrélise»da ligacédo
glicosidica a (1 4) da amilose, amilopectina e do glicogénio (PETKOWICZ,
2007).

Os inibidores de a-amilase (IAs), junto a outros inibidores formam os
fatores antinutricionais. Os IAs estdo presentes em animais, plantas e
microorganismos, sua natureza vai de carboidratos & proteinas. Estudos com
animais mostram que um inibidor de a-amilase do feijdo é capaz de reduzir a
glicemia vinda da digestdo de amido. Certos autores afirmam que os inibidores
tem origem de proteinas de reserva que com a evolucao se especializaram em
funcdes inibidoras (IGUTI, 1993).

A Faseolamina é uma proteina extraida do feijdo que atua como inibidor
da a-amilase. Tém efeitos comprovados na inibicdo da absorcdo do amido na
digestdo do alimento, o que diminui a participacdo dos carboidratos nas
calorias absorvidas no corpo, atua na digestdo do amido deixando de adicionar
calorias (ARYELA, 2011).

O objetivo desta aula é tracar uma curva de tempo para a reacdo de
hidrélise do amido pela amilase salivar, e quantificar o substrato, utilizando uma

solucéo de iodo/ iodeto de potassio.



Material e Métodos

Na aula prética de hoje utilizou-se materiais como, as pipetas
volumétricas (1, 2, 5 e 10 mL), conta gotas, pipetador, estante, erlenmeyer,
agua destilada, tubos de ensaio e fotocolorimetro. Saliva, tampé&o imidazol 0,05
mol/L pH 7,2, solucdo de amido 1%, saliva diluida em imidazol 0,05 mol/L pH
7,2 (1:50) e lugol (cora o amido). A turma foi dividida em 3 equipes, uma
formada pelas meninas e as outras duas pelos meninos, s6 que nesse caso
eles foram redivididos conforme o que comeram no almoc¢o. As meninas
ficaram em um grupo independente do que haviam comido, ja nas equipes
masculinas uma delas era de quem tinha comido carne, arroz e feijao, e na
outra equipe ficou quem comeu carne e arroz, mas nao feijdo. Foram 9

meninas na primeira equipe, 9 meninos na segunda e 4 meninos na ultima.

A metodologia iniciou-se com cada equipe coletando a saliva dos
integrantes em um béquer. Depois, de coletada essa saliva foi transferida,
cerca de 0,1 mL (evitando pegar a parte com espuma), para um tubo de ensaio
contendo 4,9 mL de tampéao imidazol 0,05 mol/L pH 7,2 e misturara ao mesmo.
Apés esse etapa, cada equipe fez uma bateria de 5 tubos de ensaio, marcados
de 1 a 5. Neles foram adicionados os seguintes reagentes, conforme tabela 01.

Tabela 01 — Preparo dos tubos.

Tubos Tubo 1 Tubo 2 Tubo3 | Tubo4 |Tubo5
Reagentes (mL)

Agua destilada 1,0 e p—
Solugédo de amido 1% | ----- 1,0 1,0 1,0 1,0
Saliva Diluida em tampao | 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
imidazol 0,05 mol/L pH 7,2

Apoés a preparacdo dos tubos, os tubos 3, 4 e 5 foram levados para o
aquecedor a 37°C, por 5 minutos, 10 minutos e 15 minutos, respectivamente.
Depois desse tempo, ja com todos os tubos na bancada, foram adicionadas 3

gotas de lugol e 5 mL de agua destilada em cada tubo.




Depois disso, ajustou-se o espectofotbmetro a 630 nm (filtro vermelho)
com o tubo 1 (branco), fez-se as leituras das absorbancia dos demais tubos.
Depois disso todas as equipes informaram seus resultados e os mesmos foram

discutidos.

Resultados e discussao

Os resultados das absorbancias de cada equipe sdo mostrados na
tabela 02. Em seguida o grafico faz uma comparacdo melhor entre os

resultados de cada equipe, em relagdo ao tempo.

Tabela 02: Resultados de absorbancia (em nm) das 3 equipes.

Tubos Equipe 1 (Meninas) Equipe 2 (Com feijao) | Equipe 3 (Sem feijao)
1 0,0 0,0 0,0

2 0,74 0,020 0,01

3 0,56 0,025 0,05

4 0,47 0,015 0,02

5 0,37 0,022 0,01

Gréfico 01: Medidas de Absorbancia em relagéo ao tempo.
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Nota-se analisando a tabela e o grafico que os valores de absorbancia
para os dois grupos de meninos se mantém préximos, no grupo que consome
feijdo as 4 medidas se mantiveram préximas, como dito na introducao o feijao
tem uma enzima chamada faseolamina que inibi a acdo da a-amilase, no grupo
gue ndo consome feijdo elas variaram um pouco mais, e vemos que a inibicdo
€ menor por que em algumas medidas quase ndo ha mais amido, o que
significa muita agdo da amilase, mas ambas ficaram muito baixas em relagéo

ao grupo das meninas.

O grupo das meninas teve maior absorbancia consequentemente teve
maior coloragao de lugol, isso ocorre por que como dito antes o lugol cora o
amido, com esses valores vemos que a mais amido no grupo das meninas e
consequentemente se & mais amido a amilase € mais inibida do que no grupo
dos meninos. Quanto maior a absorbancia menor a atividade da amilase, essa
comparacao nos leva ao fato que os homens produzem mais amilase (muito
provavel pelo fato de comerem mais), e/ ou ainda que eles tem menor acao

inibidora da mesma na saliva.

Em relacdo a variacdo do tempo, quanto mais tempo se passa da
refeicdo mais ocorreu atividade da amilase e menor é a absorbancia e
consequentemente menos amido. Aquecer os tubos acelera o processo,

permitindo comparar as absorbancias em diferentes periodos de tempo.

Considerac0es finais

Como foi demonstrado na pratica temos muitos aspectos que afetam a
acdo das amilases, entre eles temos a alimentacdo, por exemplo, o feijao
produz uma enzima inibidora da amilase, o tempo, quanto mais distante da
ultima refeicdo maior foi agdo da amilase em degradar o amido, e como pode
ser visto na aula o sexo também tem efeito sobre a amilase, os homens tem
uma maior acdo da amilase e/ ou menor inibicdo da mesma do que as

mulheres.
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