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RESUMO

A glicerol quinase € uma proteina tetramérica que cataliza a fosforilagdo do glicerol a
glicerol-3-fosfato, composta por quatro subunidades - sua analise eletroforética fornecera
apenas uma banda se for constatada a sua pureza num gel ndo desnaturante - e sua reacdo com
o glicerol é dependente de magnesio e de ATP. A eletroforese de proteinas utiliza como
suporte um gel de poliacrilamida, que é formado pela polimerizacdo de mondmeros de
acrilamida CH, = CH — CO — NH, ao longo da sua cadeia e ligacOes cruzadas de cadeias
pela inclusdo de um co-mondémero bifuncional apropriado, usualmente a N,N’ — metileno-bis-
acrilamida ou apenas Bis CH, = CH — CO — NH — CH, — NH — CO — CH = CH,.

A eletroforese de proteinas mais comum é a que utiliza SDS para um gel de
poliacrilamida desnaturante. O SDS é um sal chamado Dodecil Sulfato de Sodio que tem por
caracteristica se ligar a cadeia proteina nos residuos de aminoécidos apolares, deixando com a
carga negativa, sendo assim, toda proteina fica com carga total negativa, migrando para o
anodo na eletroforese.

As técnicas de purificacdo utilizadas foram ultrafiltracdo e precipitacdo com acido
tricloro acético, etanol gelado e sulfato de aménio. A dupla precipitacdo com etanol resultou
na recuperacdo de maior quantidade de proteinas. A coloracdo do gel com prata foi mais
sensivel do que Comassie blue. O gel de eletroforese mostrou quatro bandas, correspondentes

as quatro subunidades da glicerol quinase quando revelados com prata em gel de SDS-PAGE
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1. INTRODUCAO
1.1 BIOTECNOLOGIA
A biotecnologia é uma area promissora tanto no mercado internacional quando no
nacional devido aos avancos em gendmica, protedbmica, bioinformatica e bioinddstria que
contribuem com para o crescimento econémico e social, sendo que de 1993 para 1999 dobrou
de tamanho. A aplicacdo das técnicas biotecnologicas estdo inseridas em diversas areas, na
salde, como a producdo vacinas, transplantes e 6rgaos, e também na industria, em polimeros,

produtos quimicos e eletronica molecular. (JUDICE, 2006).

O mercado global de biotecnologia cresceu no periodo 2002-2006 a uma taxa
composta de crescimento anual de 13,4% e gerou receitas de US$ 153,7 bilhGes no ano de
2006, para uma base de U$ 92,9 bilhdes em 2002. As Ameéricas lideram o mercado global de
biotecnologia, respondendo por 58,3% das receitas geradas em 2006. Em segundo lugar,
situa-se a regido da Asia e Pacifico que gerou 23,9% das receitas globais no ano de 2006.

(DATAMONITOR 2007)

Em 2001 constataram a existéncia de 304 empresas operantes no Brasil, sendo a
maioria em Minas Gerais e Sdo Paulo. (JUDICE, 2006). Em 2006, o Brasil ocupa o 5° lugar
entre 0s paises que mais empregam no setor de biotecnologia, seja em empresas privadas,
publicas ou em institutos de pesquisas, ap6s China, Suécia, Japdo e Dinamarca. (GLOBAL

BIOECONOMY CONSULTING LLC - 2007).

1.2 A LEVEDURA Pichia Pastoris
Durante os ultimos 15 anos, a levedura metilotrofica Pichia pastoris tornou-se um
sistema altamente bem sucedido para a producdo de uma variedade de proteinas heterélogas.

(CEREGHINO and CREGG, 2000).
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A producdo de uma proteina funcional esta intimamente relacionada com o
maquinario celular do organismo de produzir a proteina. A levedura Pichia pastoris &€ um
sistema Util para a expressao de miligramas a gramas de quantidades de proteinas tanto para
pesquisas laboratoriais basicos quanto fabricacdo industrial. (MACAULEY-PATRICH et.al.,

2005)

O sistema de expressdo da Pichia pastoris tem sido usado com sucesso para a
producdo de mais de 500 proteinas. Para a expressdo da proteina recombinante na P. pastoris,
a concentracdo de metanol é o fator mais importante para maximizar a producdo proteica
porque a concentracdo de metanol afeta diretamente o crescimento celular e produgédo de
proteina. (WU et.al., 2011)

O primeiro fator de importancia para o uso desta levedura é o promotor altamente
eficiente e regulado da alcool oxidase | (AOX1) que € usado como promotor para a expressao
heteréloga. Esse promotor, que é fortemente reprimido quando as células séo cultivadas em
glicose e outras fontes de carbono, na presenca do metanol, como Unica fonte de carbono, é
induzido mais del000 vezes. A possibilidade de poder reprimir a expressao da proteina
heter6loga tem importancia na expressao de proteinas tdxicas produzidas pela célula. O
segundo fator de importancia da Pichia pastoris é que esta levedura prefere a via respiratoria
a um crescimento fermentativo. A relevancia dessa preferéncia é devido a fermentagéo
produzir etanol e acido acético, que atingem niveis toxicos rapidamente e inviabilizam as
células e diminuindo sua producéo proteica. (CEREGHINO et al, 2002).

O uso da Pichia pastoris como sistema de producéo de proteinas heterélogas abrange
diversas areas, dentre elas temos os exemplos do seu uso no diagnostico de doencgas, como a
expressdo de Rhoptry Protein 2 do Toxoplasma gondii (CHANG et.al., 2011), e estudos de
proteinas humanas, como a caracterizacdo funcional e estrutural da transferrina do soro

humano (MIZUTANI et.al., 2010).
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1.3 A ENZIMA GLICEROL QUINASE

A glicerol quinase (GK, E.C. 2.7.1.30: glicerol-3-fosfotranferase) cataliza a
fosforilacdo do glicerol, diidroxiacetona e outras substancias analogas, usando ATP como
fonte de fosfato e jon magnésio. E uma enzima barata e estavel na forma imobilizada.
(CRANS E WHITESIDES, 1985).

A técnica de clonagem utilizada no microrganismo possibilitou a insercdo do gene da
glicerol quinase obtida de Sacharomyces cerevisae em Pichia pastoris (AIZEMBERG, 2011).
A glicerol quinase é uma proteina composta por quatro subunidades, como exemplificada na

figura 1.

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura tetramerica da Glicerol Quinase de

Escherichia coli. Fonte: Retirado de KOGA et. al., 1998.

A enzima de E. coli possui um peso molecular de 217000 e a de Candida mycoderma,
251000 Da. A glicerol quinase possui grupos sulfidrila em sua estrutura e é estavel apenas em
solugcdo sem a presenca oxigénio. Por outro lado, a presenca de glicerol é essencial para a

manutencdo da sua estabilidade em solucdo. A glicerol quinase de E. coli € a mais estudada,
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(THORNER, 1971) e o pH ideal para a sua atividade € 9,0 a 9,8. O ponto isoelétrico da
proteina é 4,3 para Thermus flavus (HUANG et.al., 1997).

A glicerol quinase estd presente em humanos e sua importancia metabolica é
relevante, pois participa da via de producéo do triglicerideos. Muitos estudos séo feitos para
avaliar a deficiéncia da glicerol quinase e seu efeito. A localizacdo da glicerol quinase no
genoma humano é no cromossomo X ( Xp21.3), e pelo menos uma das mutacdes nesse gene
leva a resisténcia a insulina e diabetes mellitus (STHEPHANIAN et.al., 2003) . A enzima

pode ter relacdo com a distrofia muscular de Duchene (KENWRICK et.al., 1987).

1.4 A ELETROFORESE

A técnica de separacdo eletroforética € amplamente distribuida. Com a eletroforese
uma separacdo altamente eficaz pode ser alcancada usando uma quantidade relativamente
limitada de equipamentos. Os principais campos de aplicacdo da técnica sdo em pesquisas
bioldgicas e bioquimicas, quimica protéica, farmacologia, medicina forense, investigacdes
clinicas, ciéncia veterinaria, controle alimentar bem como biologia molecular.

O principio do método € baseado na influéncia de um campo elétrico sobre moléculas
e as particulas carregadas tendem a migrar na direcdo do eletrodo de carga oposta. Durante
esse processo, as substancias sdo usualmente mantidas em solugdes aquosas. Devido a suas
variacOes de cargas e massas, diferentes moléculas e particulas de uma mistura migrardo em
diferentes velocidades e serdo separadas em fracdes individuais.

A mobilidade eletroforética, que é uma medida da velocidade de migracdo, € um
parametro significante e caracteristico de uma molécula ou particula carregada. A velocidade
de migracéo ¢ dependente dos valores de pK dos grupos carregados e do tamanho da molécula
ou particula. E influenciado pelo tipo, concentracio e pH do tamp&o, pela temperatura e forca

do campo, bem como a natureza do material de suporte. (WESTERMEIER, 2005).
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A eletroforese de proteinas utiliza como suporte um gel de poliacrilamida, que é
formado pela polimerizacdo de mondmeros de acrilamida CH, = CH — CO — NH, ao longo
da sua cadeia e ligacGes cruzadas de cadeias pela inclusdo de um co-mondmero bifuncional
apropriado, usualmente a N,N’ — metileno-bis-acrilamida ou apenas Bis CH, = CH — CO —
NH — CH, — NH — CO — CH = CH,. A reacdo de polimerizacao produz, no entanto, cadeias
aleatorias de poliacrilamida incorporando uma pequena proporcdo de moléculas de Bis, e
essas podem, entdo, reagir com grupos de outras cadeias formando ligagbes cruzadas,
resultando em uma rede tridimensional. (ANDREWS, 1985)

H& dois tipo de eletroforese para as proteinas, a mais comum é a que utiliza SDS e
resulta em um gel de poliacrilamida desnaturante. O SDS é um sal chamado Dodecil Sulfato
de Sodio que tem por caracteristica se ligar a cadeia proteina nos residuos de aminoécidos
apolares, deixando-a com carga negativa e migrando para o anodo na eletroforese. Dessa
forma, vemos a migracdo conforme o tamanho da molécula, ou seja, sua capacidade de
permear a rede de poliacrilamida. E chamada de desnaturante pois o SDS ao se ligar aos
residuos acaba destruindo a conformacdo terciaria das proteinas. A técnica pode ter
interferentes como carga, forca ionica e porosidade do gel de acrilamida. (ANDREWS, 1985).
O objetivo deste trabalho foi analisar, através da técnica de eletroforese, a enzima

recombinante glicerol quinase obtida de Pichia pastoris.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1 FERMENTACAO DA Pichia Pastoris

A levedura utilizada foi obtida no Departamento de Ciéncias Biologicas, sendo o seu
registro de SVL 654, retirado do acervo do Professor Doutor Sandro Roberto Valentini. A
levedura transformada recebeu o gene da glicerol quinase proveniente da Sacharomyces

cerevisae. (AIZEMBERG, 2011)
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A levedura foi plagueada em meio YPDA por 24h a 30°C, com a finalidade de
rejuvesnecer as células e isolar colénias. Apos as 24h, duas alcadas de coldnias foram
adicionadas em Erlenmeyer com 50 mL de meio BMGY. A levedura ficou em meio BMGY
por 24h, 30°C, 120 rpm (Incubadora Refrigerada com Agitacdo — TECNAL TE — 421). O
meio BMGY contém glicerol é utilizado para o crescimento da biomassa da Pichia pastoris.

Terminado o crescimento no meio BMGY, os Erlenmeyers foram deixados por 2h em
geladeira para sedimentar a levedura. O sobrenadante foi descartado, e as células
resuspendidas em agua estéril, para a leitura em espectrofotdmetro (Ultrospec 2100) na
determinacdo da densidade oOtica, para posterior calculo da quantidade do inéculo. Uma
lamina de microscopia foi feita para avaliacdo de contaminagdo. Em seguida as células foram
transferidas para 0 meio BMMY para a inducdo da glicerol quinase.

Segundo o estudo de AIZEMBERG (2011), a melhor quantidade (mg/mL) de in6culo
para ser transferida ao meio BMMY é de 0,1 mg/mL, e esta diretriz foi utilizada nesta etapa.
E depois de inoculado em 50 mL de meio BMMY, o crescimento e a inducdo da glicerol
quinase foi realizado, por 24h, 30°C a 120 rpm. Apo6s 24h foi adicionado metanol 1% e
mantido nestas condig¢des por mais 24h. (AIZEMBERG, 2011).

Em seguida o meio foi tranferido para tubos de centrifuga, e centrifugados a 15000 x
g por 10 minutos, a 0°C. Apos este tempo, o0 sobrenadante foi reservado e a massa de células

foi descartada.

2.2 PURIFICAQAO DA AMOSTRA

O meio fermentado foi previamente congelado em tubo para liofilizador com uma
mistura de gelo, etanol e acetona e em seguida mantidos por 48h em freezer (-20°C). Os tubos
foram colocados no liofilizador (Modulyod Freeze Dryer) até a secagem completa. O po foi

pesado e utilizado nas demais etapas, como esquematizadas na Figura 2.
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Obtencdo GK
Precipitagdo Ultra Filtracdo
Etanol TCA Sulfato Eletroforese
de
Ambnia
Etanol Coluna [Eletroforese [Eletroforese Coluna
Eletroforese Eletroforese Liofilizacdo Eletroforesa

Dialise

Figura 2. Fluxograma das etapas de purificacdo da enzima glicerol quinase (GK).

2.2.1 ULTRAFILTRACAO.

O meio contém, além da enzima, os demais componentes do meio que também foram
liofilizados. Portanto, uma tentativa de purificacdo da enzima glicerol quinase foi realizada
empregando-se a centrifugacdo por membrana filtrante (Amicon® Ultra-15 centrifugal filter
devices with low-binding Ultracel® membranes, User Guide MILLIPORE modelo 10.000
MWCO ). O material recolhido da membrana foi suspenso em agua e nas quantidades de

25mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL, que foram aplicadas no gel da eletroforese.
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2.2.2 PRECIPITACAO
2.2.2.1 ACIDO TRICLORO ACETICO

Uma aliquota de 100mg do meio liofilizado foi pesada e solubilizada em &gua
destilada, na proporcdo 1g de liofilizado para 50 mL de solucdo, e homogeneizado por 30
minutos em agitador magnético. A solucao foi filtrada em papel de filtro, e foi adicionado
uma quantidade de 2 mL de &cido tricloroacético 60%, e em seguida centrifugado a 4000 rpm
por 10 minutos. O precipitado foi resuspendido a um volume de 10 mL com NaOH 0,1N e em
seguida houve o doseamento de proteinas totais pelo método de Lowry (1951).

Para a aplicacdo no gel de SDS-PAGE, 1 mL do resuspendido foi precipitado
novamente com TCA 60% e centrifugado a 4000 rpm, 10 minutos, 0°C (Epperdorf Centrifuge
5415 R), o precipitado foi neutralizado com NaOH 3N (1 gota) e 100 uL de tampéao de

amostra foi aplicado no gel de eletroforese.

2.2.2.2 ETANOL
2.2.2.2.1 PRECIPITACAO UNICA

Pesou-se duas aliquotas, 100mg e 200mg, ambas foram solubilizadas em solucdo de
NaCl 0,5 mol/L, na proporcdo 1g para 50 mL de solucdo, e homogeneizadas em agitador
magnético por 30 minutos. Apds a completa solubilizacdo, as aliquotas foram filtradas em
papel de filtro. As aliquotas foram precipitadas com etanol gelado (1:3) para que a
concentracéo final de NaCl chegasse a 0,05 mol/L, e foram centrifugados a 20000 rpm, por 20
minutos, a 0°C (Centrifuga HITACHI Himac CR22GIl). A baixa temperatura e a baixa
concentracdo de sal facilitam a etapa de precipitagédo

O precipitado obtido a partir da aliquota de 100 mg foi resuspendido a 25 mL com

NaOH 0,1N. Ja o precipitado da aliquota de 200mg foi resuspendido a 12 mL com tampéo
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fosfato de potassio 10mM pH 7,6 com 0,5 mol/L NaCl e 0,01% de azida sdédica. Nas duas
aliquotas houve doseamento de proteina pelo método de Lowry (1951).

A aliquota proveniente de 200 mg de liofilizado foi passada por uma coluna
cromatografica de Sepharose CL 6B, fluxo de 4,8mL por tubo (12 minutos/tubo). A coluna
tem 100cm X 2,5 cm, e o tampéo € de fosfato de potassio 10mM pH 7,5 com NaCl 0,5mol/L
e azida sodica 0,01%. Os conteudos dos tubos foram recolhidos da coluna foram avaliados a

280 nm.

2.2.2.2.2 DUPLA PRECIPITACAO
Uma aliquota de 1g do material liofilizado solubilizada em 50 mL NaCl 0,5 mol/L, por
30 minutos. A solucdo foi filtrada em papel de filtro e precipitada com etanol gelado (1:3) e
NaCl 0,05% de concentracdo final. Centrifugou-se a solucdo a 20000 rpm por 20 minutos, 02C
(Centrifuga HITACHI Himac CR22GlIl). O precipitado foi resuspendido em agua e
novamente precipitado com etanol gelado (1:3) e centrifugado nas mesmas condigdes

descritas acima. O material foi aplicado em eletroforese SDS-PAGE.

2.2.2.3 SULFATO DE AMONIO

A quantidade de sulfato de amoénio adicionada para a precipitacao foi relativa a 95%
da concentracéo, ou seja, 35,65¢,. Esta quantidade de sulfato de amonio foi determinada ap6s
consulta em tabela de precipitacdo pelo método no laboratorio de Bioquimica de Alimentos.
Apbs a adigdo do sulfato de amonio, a aliquota foi centrifugada, a 20000 rpm por 20 minutos.
O precipitado foi resuspendido com tampéo fosfato de potassio 10mM pH 7,5 contendo NaCl
0,5mol/L e azida sodica 0,01%. A proteina foi dosada pelo método de Lowry (1951). A
amostra foi aplicada numa coluna cromatografica de Sepharose CL 6B. Os tubos da coluna

que forneceram picos de leitura a 280nm foram reunidos e liofilizados.
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Apos a liofilizacdo, todo o contetdo liofilizado foi solubilizado na menor quantidade
de agua MiliQ possivel (3mL) e houve um novo doseamento de proteinas. Em seguida a

amostra foi aplicada no gel de SDS-PAGE.

2.3 DETERMINAGCAO DE PROTEINAS

A determinacéo de proteinas totais foi feita com base no método de Lowry (1951) que
utiliza uma curva padrdo de Soro Albumina Bovina. A reacdo utiliza reagente de sulfato de
cobre que se adere as cadeias laterais de proteinas, e o reagente de Follin que auxilia na
visualizacdo da coloracdo azul.

Os reagentes utilizados na determinacdo seguem no Anexo.

A figura 3 mostra a curva padrdo de proteina.

y=0,0025x +0,0041
R*=0,9951

0,3

0,25

0,2

< 015

0.1
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0 20 40 60 80 100 120
ug

Figura 3. Curva padréo de proteina pelo método de Lowry (1951).
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2.4 ELETROFORESE

2.4.1 - PREPARO DO GEL DESNATURANTE (SDS-PAGE)

As placas de vidro foram devidamente limpas e secas com a finalidade de remover
qualquer tipo de gordura que possa interferir na analise. As placas foram colocadas entre 0s
espacadores para formar o espaco onde a solucdo de poliacrilamida seria adicionada, com o
cuidado de tanto as placas quanto os espacadores estivessem no mesmo nivel. Colocam-se 0s
pentes e marca-se a placa de vidro cerca de 1 a 1,5 cm a baixo do pente. Foram preparados 2
geis (6,5cm e 10 cm no gel de resolucéo).

As concentracdes de géis de resolucdo seguem descritas nas tabela 1 e 2, sendo a para
0 gel de 6,5 cm a concentracao utilizada foi de 10% T e para o de 10 cm, 12% T. O gel de
resolucdo para ser utilizado em uma eletroforese desnaturante é adicionado 70 pL de SDS. As
solucdes de géis de resolucdo foram devidamente misturadas antes da adicdo do TEMED e
persulfato de amonio. Os géis foram transferidos para o “sanduiche” formado pelas placas de
vidro e os espacadores até a marca dos 1,5cm do pente.

Tabela 1 — ConcentracOes para gel de resolucéo, 9 mL, para duas placas de 6,5 cm

Tampéo Tris-

Acrilamida  HCI pH 8,9 10 H,O Persulfato de TEMED
% T 30% (mL) X (mL) (mL) Amonia 10% (uL) (L)
8,0 2,4 0,9 5,60 70 10
9,0 2,7 0,9 5,30 70 10
10,0 3 0,9 5 70 10

11,0 3,3 0,9 4,7 70 10
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Tabela 2. Concentracdes para gel de resolucéo, 7 mL, uma placa de 10 cm

Tampaéo Tris-
Acrilamida HCI pH 8,9 H,O Persulfato de TEMED
% T 30% (mL) (mL) (mL) Amobnia 10% (pL) (uL)
7,0 1,64 1,75 3,57 35 10
10,0 2,34 1,75 2,87 35 10
12,0 2,8 1,75 2,4 35 10

Uma quantidade de solucdo saturada de n-butanol ou agua foi adicionada depois dos
géis de resolucdo para impedir que a superficie fique irregular. Depois da polimerizacdo estar
completa, cerca de 10 minutos, a &gua ou n-butanal foram retiradas, e no caso da Ultima houve
a lavagem do gel e secagem com papel de filtro.

Para o gel de empacotamento, a concentragcdo utilizada foi a de 4% T segundo a
Tabela 3. O gel apds preparado foi adicionado sobre os géis de resolucdo até a altura da placa
e, antes da polimerizacdo estar completa, o pente de teflon foi inserido no gel, certificando a

auséncia de bolhas de ar sob os dentes do pente.
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Tabela 3 — ConcentracOes para gel de Empacotamento, para gel de 6,5 e 10 cm

% T Solucdo  TrisHCI 10x H,O (mL) Persulfato de TEMED

Acrilamida pH 6,8 Amonia 10% (mL)
30% (mL) (mL)
3 0,503 0,5 3,99 0,05 0,01
4 0,67 0,5 3,83 0,05 0,01
5 0,838 0,5 3,60 0,05 0,01

Para qualquer concentracdo de gel se adiciona 0,070 mL de solucdo SDS 10%

2.4.1.1 - PREPARO DAS AMOSTRAS E APLICACAO NO GEL
Os pentes foram cuidadosamente removidos para manter a integridade do pogo. O
reservatorio superior foi completado com tampdo de corrida, assegurando que 0S pogoS
estivessem totalmente completos com o tampdo. Apos isso se encheu o tanque inferior com o
tampdo de corrida. Para a aplicacdo das amostras no gel, as mesmas foram diluidas segundo a

tabela 4 para a definir qual era a melhor concentragéo para visualizar a proteina.

Tabela 4. DiluicGes das amostras para aplicacdo no gel de eletroforese.

Diluicao Quantidade de Tampéo de Agua (mL)
Amostra (mL) Amostra (mL)
2X 0,1 0,1 -
4x 0,05 0,1 0,05
10x 0,02 0,1 0,08

As amostras, depois de diluidas, foram aquecidas a 95°C, por 2 minutos para

desnaturar as proteinas e assegurar a quantidade maxima de SDS a ligagdo as proteinas. As
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amostras foram resfriadas, em seguida, até a temperatura ambiente. Foram aplicadas 20 pL

de cada amostra.

3.4.1.2 - CONDICOES DA ELETROFORESE (SDS-PAGE)
A voltagem utilizada foi de 200 V, até que a banda de azul de bromofenol atingisse o
fundo do gel. As placas foram removidas e cuidadosamente retiradas do espacador e

transferidas a uma cuba.O gel foi corado com um método sensivel e apropriado.

2.4.2 — COLORACAO POR COMASSIE BLUE

O gel foi acomodado em um de recipiente plastico ou vidro, e a solucdo de coloracao
foi adicionada até cobrir o gel completamente. O gel permaneceu coberto por um periodo
“overnight” para garantir a coloracdo. A solucdo foi retirada e o gel descolorado com de
solucdo descolorante e mantido sob agitacdo até a defini¢do das bandas de proteina. O gel foi

armazenado em acido acético 5%.

243 - REVELACAO POR PRATA
2.4.3.1 - METODOLOGIA I

Colocou-se o gel num recipiente pléastico e o gel colocado em presencga de uma solugédo
fixadora suficiente para cobrir o gel. O tempo minimo de agitacdo € 20 minutos até
“overnight” com agitacdo suave. Retirada a solucdo fixadora e adicionado uma quantidade
suficiente de metanol 50 % para cobrir o gel com agitacdo suave por 10 minutos.

Removeu-se a solucdo de metanol e lavou-se o gel com agua deionizada por 10
minutos. Em seguida, embebeu-se o gel em solucdo de tiossulfato de sédio 0,02% por 1

minuto e o gel foi lavado duas vezes com agua deionizada, e cada lavagem por 1 minuto.



26

Submergiu-se o gel em solucdo de nitrato de prata 0,1% gelado por 20 minutos e ap06s
esta etapa o gel foi lavado duas vezes com agua deionizada e novamente cada lavagem por 1
minuto.

Em seguida, o gel foi embebido na solucdo de desenvolvimento e agitado
vigorosamente até o aparecimento da cor das bandas. Neste caso, se a solucdo ficar de cor
amarelada, a mesma deve ser substituida por uma nova, jd& que a solucdo deve ficar
transparente.

Apbs a coloracdo desejada, retirou-se a solucdo de desenvolvimento e adicionou a
solucdo de parada (&cido acético 5%). Armazenou-se 0 gel corado com prata em solucdo de

acido acético 1%.

2.4.3.2—-METODOLOGIA I

O gel foi incubado na solucdo 1 (metanol e acido acético) por 30 minutos ou até
overnight. Incubou-se o gel na solugdo 2 (7 mL da solucdo 1 em 60 mL de 4gua deionizada)
por 15 minutos, sob agitagéo.

O gel foi lavado com agua deionizada trés vezes e cada vez por 5 minutos. O gel fui
submergido em solucdo de tiossulfato de sédio 0,02%. Lavou-se o gel com agua deionizada
por 30 segundos, trés vezes. Adicionou-se a solugdo de nitrato de prata 0,2% e formaldeido
40uL, sob refrigeracéo e abrigo de luz por 20 minutos.

Lavou-se com &gua deionizada, por trés vezes por 20 segundos cada. O gel foi
submergido na solucdo 5 (Solucdo carbonato de sodio 6%, formaldeido 30 pL e 1,2 mL da
solucéo de tiosulfato de sodio) ateé atingir a coloracdo desejada. Sob refrigeracdo e abrigo de
luz. Apos a coloracdo atingida, a coloracdo foi parada com solucdo de 5% acido acético e o

gel foi conservado em solucéo de glicerina 11,7%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 FERMENTACAO DA Pichia pastoris
Como descrito no item 2.1, a levedura foi primeiramente plaqueada em meio YPD
Agar com a finalidade de rejuvenescimento e obter coldnias a serem inoculadas em meio
BMGY. O resultado € observado na Figura 4. Notou-se o isolamento de col6nias e auséncia

de contaminacgdo por microscopia.

Figura 4. Semeadura da levedura Pichia pastoris em meio YPD Agar
Para o in6culo da Pichia pastoris do meio BMGY para 0 BMMY, uma aliquota do
meio BMGY foi diluida a 100x e feita a leitura a 570nm (Espectrofotémetro Vis 200), que
resultou em uma absorbancia de 0,356. Segundo AIZEMBERG (2011), para determinar a
mg/mL de células usa-se a seguinte formula:
mg/mL = F x AAsyonm * dilui¢do
O Fator (F) utilizado para o célculo foi 0 mesmo descrito por AIZEMBERG (2011)

por ser a mesma levedura nas mesmas condi¢Ges, sendo F = 0,28 retirado da curva de
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crescimento. Dessa forma, o célculo utilizando a absorbancia da densidade optica a
quanitdade foi de 9,968 mg/mL.

O melhor indculo para Pichia pastoris é de 0,1 mg/mL, descrito por AIZEMBERG
(2011) que observou que para esta quantidade de indculo a atividade enzimatica atinge o seu
pico maximo e a biomassa se mantem constante mesmo com valores maiores que 0,1 mg/mL.

Portanto, a quantidade inoculada em cada 50 mL meio BMMY foi de 0,502 mL da
suspensdo feita pela biomassa do meio BMGY. Para certificar que ndo houve contaminacéo
durante a fermentacdo no meio BMGY, foi plaqueado a suspensdo no meio YPD Agar que

pode ser observado na Figura 5.

Figura 5. Levedura Pichia pastoris semeado do crescimento no meio BMGY.

3.2 ELETROFORESE
A eletroforese foi feita sequindo as quantidades padrdes ja utilizadas nos laboratorios,
de Biotecnologia de Alimentos e Bioguimica de Alimentos. As concentracGes utilizadas para

cada gel, em cada laboratério segue na tabela 4.
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Tabela 5. Concentracgdes de géis de poliacrlimida utilizadas

Tamanho da Tamanho do % T Gel % T Gel
Placa (cm) gel de Resolucdo Concentrador Resolucéo
(cm)
8 6,5 4 10
12 10 4 12

3.21 —ULTRAFILTRACAO

O padrdo da enzima glicerol quinase utilizado foi de Escherichia coli (SIGMA) para
avaliar se houve a producéo da glicerol quinase pela Pichia pastoris.

Na figura 6 podemos observar o gel de eletroforese com as amostras obtidas da
purificacdo por Ultrafiltragdo com MILLIPORE 10.000 MWCO, que a porgéo retida na

membrana foi resuspendida para posterior aplicacao.

(a) (b) © (d)

Figura 6. Eletroforese de gel de poliacrilamina desnaturante 10% (gel de 6,5 cm) com
coloracédo de prata 1 (2.3.3.2.1). a) 100mg do meio BMMY liofilizado e centrifugado com
membrana MILLIPORE 10.000 MWCO; b) 50 mg do meio BMMY liofilizado e centrifugado

com membrana MILLIPORE 10.000 MWCO; c) 25 mg de meio BMMY liofilizado e
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centrigado com membrana MILLIPORE 10.000 MWCO; d) padrdo de glicerol quinase
(SIGMA). Cada amostra foi diluida 2X conforme item (2.3.1.1) e aplicado 20 pL de amostra

em cada poco.

Como observado na figura 6 , houve a producdo da enzima glicerol quinase, mas a
centrifugacdo utilizando a membrana MILLIPORE 10.000 MWCO foi ineficiente para retirar
0 meio de cultura, se mostrando um método de purificacdo pouco eficaz. Dessa forma, foram
feitas novas tentativas de tentar melhorar a visualizacdo do gel e retirar as proteinas que nédo
interessam. Podemos observar também, uma proteina na parte superior do gel que ndo revela

pelo método da prata, mas que é altamente repetitiva e conservada.

(a) (b) (c) (d)

/

Figura 7. Eletroforese de gel de poliacrilamina desnaturante a 10% (gel de 6,5 cm)
com coloracdo Comassie Blue (2.3.3.1). a) 100mg do meio BMMY liofilizado e centrifugado
com membrana MILLIPORE 10.000 MWCO; b) 50 mg do meio BMMY liofilizado e
centrifugado com membrana MILLIPORE 10.000 MWCO; c¢) 25 mg de meio BMMY
liofilizado e centrigado com membrana MILLIPORE 10.000 MWCO; d) padrao de glicerol
quinase (SIGMA). Cada amostra foi diluida 2X como consta no Desenvolvimento (2.3.1.1) e

apliado 20 pL em cada poco.
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Na figura 7, podemos observar que a coloragdo de Comassie ndo é eficaz para a
concentracdo de proteinas presentes. No poco d) aparece apenas o padrdo em tonalidade
muito clara. Na mesma altura ndo ha proteinas nos demais po¢os. A mesma proteina que nao

era corada com prata na figura 5 apresenta coloracdo em Comassie Blue.

3.2.2 —PRECIPITACAO
3.2.2.1- ACIDO TRICLOROACETICO E PRECIPITACAO UNICA POR
ETANOL
As quantidades de proteinas obtidas na etapa de precipitacdo podem ser visualizados
na tabela 5. Para melhorar a aplicabilidade, ou seja, maior quantidade de proteinas aplicadas
no gel, 1 mL da solucdo precipitada com TCA e com Etanol (100mg) foram novamente
precipitadas com TCA 60%. Mesmo ap6s a secunda precipitacdo a ndo foi visualizada

nenhuma banda no gel de eletroforese.

Tabela 6. Comparacdo dos teores de proteinas obtidas nas diferentes etapas de

precipitacao

Método de Quantidade Quantidade de Volume final
Precipitacdo  pesada (mg) Proteina (ug/mL) (mL)
TCA 100 82,6 10
Etanol 100 42,8 25

Etanol 200 1727 12
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3.2.2.2 - PRECIPITACAO UNICA POR ETANOL
O material proveniente de 200mg do meio liofilizado foi adicionado na coluna de

SEPHAROSE CL 6B, como mostra a figura 8, a leitura dos tubos recolhidos, a 280nm.

0,350 -~
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0,000 | T T T 1
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Figura 8. Absorbancia a 280 nm de cada tubo obtido da coleta da coluna de Sepharose
CL 6B. Aplicacdo de 12 mL do extrato obtido a partir de 200mg de meio liofilizado da

levedura Pichia pastoris em BMMY.

Na figura 8 visualizamos 3 picos, correspondentes as leituras dos tubos 71, 105 e 114.
O contedo dos tubos 114 ao 119 foram acumulados em um unico frasco. Considerando a
baixa quantidade de absorbancia obtida na leitura dos tubos, precipitacdes sucessivas de cada
tubo coletado foram realizadas para concentrar a maior quantidade de proteinas.

Para esta precipitacdo utilizou-se TCA 60% e ap0s as precipitacdes as amostras foram
aplicadas no gel de poliacrilamida. Ndo houve aparecimento de bandas no gel. Outro fato que
deve ser ressaltado é que no tubo 71 e 105 houve a queda de energia e foi coletado um volume

maior que 4,8 mL.
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3.2.2.3. - SULFATO DE AMONIO
O outro material que passou pela coluna de SEPHAROSE foi o precipitado por sulfato

de amonio, e a figura 9 mostra, os resultados das leituras das absorbancias em 280nm.
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Figura 9. Absorbancia a 280 nm de cada tubo obtido da coleta da coluna de Sepharose
CL 6B. Aplicacdo de 12 mL do extrato obtido a partir de 1g de meio liofilizado da levedura

Pichia pastoris em BMMY.

Pela figura 9, podemos observar que ndo hd um pico no tubo 71 e 105 como
demonstrado na figura 8. Este diferenca de resultado pode ter sido pela queda de energia
durante o ensaio, e consequentemente houve aumento do volume nos tubos. Os tubos 116 a
122 foram coletados e liofilizados. Apos a liofilizacdo, todo contetdo foi resuspendido a 3
mL de &gua MiliQ. Foi determinado a quantidade de proteinas e a média foi de 1,32 mg/mL
de proteina.

Este pico e o material proveniente da precipitacdo dupla, que desnaturou, foram

aplicados em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, como consta na figura 10.
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Figura 10. Eletroforese de gel de poliacrilamida desnaturante, 12% (gel de 10 cm)
Coloracdo com Prata Il (2.3.3.2.2). a) Padréo de peso molecular (SIGMA 30000-200000 Da),
aplicacdo de 5 pL; (b) Padrao de glicerol quinase de E. coli (SIGMA), aplicacdo de 20 pL; (c)
Enzima precipitada com sulfato de amonio e liofilizada, aplicacdo de 15,2 uL (10ug) ; (d)
Enzima precipitada com sulfato de amonio e liofilizada, aplicacdo de 22,7 puL (15 pg); (e)
Enzima precipitada duas vezes com etanol, aplicacdo de 20 pL; (f) Enzima precipitada duas

vezes com etanol, aplicacdo de 10 pL.

A figura 10 mostra os resultados da eletroforese utilizando gel de poliacrilamida SDS-
PAGE para as amostras precipitadas com sulfato de amonio (aplicacdo de 10 e 15 ug de
proteina) pocos ¢ e d, respectivamente (obtidas do pico da figura 9), e amostras obtidas da
dupla precipitacdo com etanol (20 e 10 L), corridas nos pocos e e f, respectivamente. Pela

altura corresponde ao padrdo sigma (po¢o b) pode-se notar a presenca da enzima glicerol
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quinase nas amostras aplicadas nos pocos e e f. A maior subunidade de GK apresentou peso
molecular aproximado de 100kDa, conforme figura 10.

A néo defini¢do das bandas da GK nos pocos ¢ e d podem ser devido a presenca de
sulfato de aménio nas amostras. Para minimizar os interferentes foi realizado dialise
“overnight” contra agua.

A tabela 7 mostra os resultados da concentracdo de proteinas presente na amostra,
antes e depois da dialise. Devido a queda acentuada na concentracdo proteica, nao foi possivel
a aplicacdo da no gel, e portanto, a purificacdo da amostra utilizando sulfato de aménio é

menos efetiva, necessitando uma quantidade maior de proteinas na purificagéo.

Tabela 7. Comparacdo da quantidade de proteinas antes e depois do processo de

dialise.

Antes Depois

Volumeda Absorbancia Quantidade Volumeda Absorbancia Quantidade

aliquota de proteina aliquota de proteina
(ML) (mg/mL) (ML) (mg/mL)
25 0,097 1486,4 50 0,035 247,2
50 0,147 1143,2 100 0,072 271,6

A dialise diminui a quantidade de proteinas, e ndo foi possivel aplicar no gel de
poliacrilamida SDS-PAGE, pois como vimos em outras aliquotas da amostra, a precipitagdo

para apds aplicacdo, poderia ndo gerar um gel com quantidade de proteinas.
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3.2.2.4. — DUPLA PRECIPITACAO POR ETANOL
Na tentativa de melhorar a revelacdo das bandas e avaliar a proteina sem o
interferente do sulfato de amdnio, um novo gel foi feito como mostra a figura 11. A coloracgéo
do gel foi feita com Comassie blue, em seguida descolorido para o aparecimento das bandas.

Apbs a descoloracdo, 0 mesmo gel foi submetido a coloragéo de prata 11, conforme figura 12.

(a) (b) (©) @ (@

97 kDa

66 kDa

45 kKDa

30 kDa

20.1 kDa

14.4 kDa

Figura 11. Eletroforese de gel de poliacrilamida desnaturante, 12% (gel 10 cm)
coloracdo de Comassie Blue. (a) Padrdo de Peso Molecular (97kDa — 14,4 kDa) 5uL; (b)
Padrdo da enzima glicerol kinase (SIGMA) 15 pL; (c) Enzima precipitada duas vezes com
etanol, aplicagdo de 40 pL; (d) Enzima precipitada duas vezes com etanol, aplicacdo de 20

uL; (e) Enzima precipitada duas vezes com etanol, aplicacdo de 10 L.
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Novamente, a coloracdo de Comassie Blue mostrou nédo ser sensivel o suficiente para a
quantidade de proteina aplicada, mas é possivel visualizar a melhora na qualidade das bandas,

pelo método de purificacdo, conforme figura 11.

97 kDa

66 kDa

45 kDa

30 kDa

Figura 12. Eletroforese de gel de poliacrilamida desnaturante, 12% (gel 10 cm)
coloracgéo de prata Il. (a) Padréo de Peso Molecular (97kDa — 14,4 kDa) 5uL; (b) Padréo da
enzima glicerol kinase (SIGMA) 15 pL; (c) Enzima precipitada duas vezes com etanol,
aplicacdo de 40 pL; (d) Enzima precipitada duas vezes com etanol, aplicacdo de 20 pL; (e)

Enzima precipitada duas vezes com etanol, aplicacédo de 10 pL.

Na figura 12, podemos visualizar as 4 bandas da enzima glicerol quinase padrédo
(SIGMA) e a proximidade das bandas da amostra com a do padrdo. O peso das bandas do

padrédo e da amostra podem ser visualizadas na tabela 7.
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Tabela 8. Comparacéo dos pesos das bandas do Padrao da glicerol quinase com a amostra
fermentada.

Bandal (kDa) Banda?2(kDa) Banda3(kDa) Banda4 (kDa)

Padrédo GK 97-66 97-66 66-45 20,1

Amostra 97-66 97-66 45-30 20,1

As semelhancas observadas nos pesos das bandas da amostra e do padrdo mostram a
dissociacdo da enzima nas suas quatro subunidades. O padrdo da glicerol quinase utilizado ¢é
proveniente de Escherichia coli e 0o nossa amostra foi obtida da clonagem do gene de

Sacharomyces cerevisae em Pichia pastoris.

4. CONCLUSAO

As técnicas de purificacdo aplicadas a amostra para melhorar a visibilidade do gel de
eletroforese com SDS foram de ultrafiltracdo e precipitacdo. As precipitacdes foram feitas
com Acido Tricloro Acético, Etanol gelado e Sulfato de Aménio.

A melhor técnica de purificacdo utilizada foi com dupla precipitacdo com etanol
gelado. A precipitacdo dupla com etanol gelado interfere na configuracdo da proteina, levando
a desnaturacéo.

Entretanto, podemos comparar a precipitacdo dupla com Etanol gelado e sulfato de
amonio, partindo da mesma quantidade de amostra, 1g. Cada uma apresentou um problema
para a enzima, a primeira, como ja citado, precipitou a glicerol quinase em temperatura
ambiente pela desnaturacéo excessiva. J& a precipitacdo com sulfato de aménio acarretou em
uma grande quantidade de sal, que interferiu na eletroforese e formou um arraste na

coloragéo.
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A revelacdo mais eficiente para a proteina foi a Prata, independente da metodologia, e
a coloracdo com Comassie Blue ndo foi sensivel. A revelacdo do gel mostrou 4 subunidades

da enzima glicerol quinase e foi compativel com o padrédo Sigma utilizado.
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ANEXO TECNICO

1. MEIOS DE CULTURA

1.1. YPDA

Para a manutencdo e propagacdo inicial do micro-organismo foi utilizado o meio

YPDA na seguinte constituicdo:

EXIrato de [EVEAUIA .........coveiiiciecic e 1% (p/v)
ST 01 (0] - WSS PS 2% (p/v)

[C 170 =TSSR 2% (p/v)
AN <ot e et e et e e e e teeteereenreeaeareenreas 2% (p/v)

Para o preparo de um litro do meio YPDA, dissolveu-se 10 g de extrato de levedura, 20 g de
peptona e 20 g de glicose em 900 mL de &gua destilada. Adicionou-se 20 g de Agar e
completou-se o volume para um litro. Autoclavou-se a 121°C, a 1 atm de pressao durante 15
minutos e distribuiu-se em placas de Petri estéreis. As culturas foram conservadas nesse meio,
em geladeira a 4°C, através de transferéncias, seguidas de crescimento em meio novo

(repicagem) a cada experimento.

1.2. BMGY

O meio BMGY foi utilizado para o crescimento no inoculo e é constituido por:

EXIrato de [8VEAUIA. ........coiiiiiie s 1% (p/v)
PEPLONA. ... 2% (p/v)
Tampéo fosfato de POtaSSIO .........cceevvevererereniniinins 100 mmol/L com pH 6,0 (v/v)

YINB oo ee e s e s s e 1,34% (p/v)
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BIOTING. .. ee e e 4 x 10-5% (p/v)

(€ 1 TT=] o] SR OSSPRRS 1% (viv)

Preparo das solucGes estoques:

Tampdao fosfato de potassio 1mol/L, pH 6,0: foi adicionado 13,2 mL de KH,PO, 1
mol/L a 86,8 mL de K;HPO,4 1 mol/L, se necessario, ajustou-se o pH com NaOH para pH 6,0.
Esterilizou-se em autoclave a 121°C, a 1 atm de pressdo durante 15 minutos. O tempo de

estabilidade é maior que um ano quando conservado a 4°C.

Solucdo de YNB 13,4%: foi dissolvido 13,4 g de YNB (Yeast Nitrogen Base) em 100
mLde &gua destilada e esterilizou-se por filtracdo em membrana Millipore de PVDF (0,22

um). A solucdo se mantém estavel por um ano quando conservado a 4°C.

Solucéo de biotina 0,02%: dissolveu-se 20 mg de biotina em 100 mL de &gua destilada
e esterilizou-se por filtracdo em membrana Millipore de PVDF (0,22um). A solugdo se

mantém estavel aproximadamente um ano quando conservado a 4°C.

Glicerol concentrado: autoclavou-se uma quantidade suficiente de glicerol, a 121°C, 1

atm de presséo durante 15 minutos.

Para o preparo de um litro do meio de cultura BMGY dissolveu-se 10 g de extrato de
levedo e 20 g de peptona em 790 mL de agua destilada. Autoclavou-se a 121°C, a 1 atm de
pressdo durante 15 minutos. Adicionou-se 100 mL de tampdo fosfato de potassio 100 m
mol/litro pH 6,0, 100 mL de YNB (10X), 2 mL de biotina 0,02% e 10 mL de glicerol

concentrado.
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1.3. BMMY

O meio BMMY foi utilizado para a expressao da atividade da enzima, e é constituido por:

EXIrato de [EVEAUIA..........ccveiecie e 1% (p/v)
ST 010 - SRS 2% (p/v)
Tampao fosfato de potassio ........cccceevveveeeeieerieenn. 100 mmol/L com pH 6,0 (v/v)
YINB oottt eeee e s et s et r et r e en e 1,34% (p/v)
BIOTING. .. .eoiiiic e 4 x 10-5% (p/v)
MELANOL ... e e 0,5 ou 1% (v/v)

Preparo das solucGes estoques:
As solugdes de tampédo fosfato de potéassio 1 mol/L, pH 6,0, YNB e biotina foram

preparadas como descrito anteriormente.

Solucéo de metanol 5%: adicionou-se 5 mL de metanol em 95 mL de agua destilada e
esterilizou-se por filtragdo em membrana Millipore de PVDF (0,22um). A solucdo se mantém

estavel a aproximadamente dois meses quando conservado a 4°C.

Para o preparo de um litro do meio de cultura BMMY dissolveu-se 10 g de extrato
de levedo e 20 g de peptona em 700 mL de agua destilada. Autoclavou-se a 121°C, a 1 atm
de presséo durante 15 minutos. Adicionou-se 100 mL de tampéo fosfato de potassio 100 m

mol/L pH 6,0, 100 mL de YNB (10X), 2 mL de biotina 0,02% e 100 mL de metanol 5%.



3. SOLUCOES PARA DETERMINACAO DE PROTEINA TOTAL

O conteldo proteico (Cp) do extrato celular de levedura foi determinado pelo
método LOWRY et. al, (1951), tendo soroalbumina bovina como padréo e utilizando as

seguintes solucoes:

- Reagente A: solucdo de Na,CO3 a 2% em NaOH 0,1N

- Reagente B: solucdo de CuSO,4.5H,0 a 0,5% e citrato de sédio 1%

- Reagente C: no momento de usar, misturar 50 mL do reagente A + 1 mL do reagente B
- Reagente D: reagente de Folin Ciocalteau (Imbralab), diluido com &gua destilada a 1:1
- Solucéo padréo de albumina de soro bovino (BSA)

5 mg de albumina em 50 mL de NaOH 0,1N

46
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4. SOLUCOES PARA SDS-PAGE

Solucéo estoque de acrilamida para gel de corrida: pesou-se 29,2g de acrilamida (p/v) e 0,8
de bis-acrilamida, para um concentracdo final de 30%. Completou-se com &gua até 100 mL,

agitou por 10 minutos. Armazenar resfriado em frasco escuro.

Solucdo tampdo de corrida 10 X: pesou-se 63,2g de Tris e 39,99 de glicina. A solucéao foi
adicionada de agua e em agitacdo o pH foi ajustado com HCI até o pH de 8,9. Completar o

volume para 1L, filtrar e armazenar em geladeira. No momento do uso diluir a solucao 1:10.

Solugcdo tampdo para o gel concentrador Tris-HCI pH 6,8: pesou-se 7,457g de Tris e
adicionou-se agua. Sob agitacdo o pH foi medido e ajustado com HCI até o pH 6,8. A solucéo

foi completada a 100 mL e armazenada em temperatura ambiente.
Solucéo tampéo para gel separador Tris HCI pH 8,9: pesou-se 45,759 de Tris, que foi diluido
em 70 mL de agua aquecida, resfriada e titulada com HCI até pH 8,9. Completar o volume

para 100 mL, filtrar e armazenar em temperatura ambiente.

Tampé&o de Amostra ndo desnaturante :

L€ 11071 (o IR 1,0 mL
Solucao tampao do gel concentrador...........cccevveiveresiese e 0,5mL
AZUl de BromofeNOL..........ocuvviiiiiee et 0,5 mg
Agua g.s.p. 5,0 mL

Armazenar a solucdo a — 20°C.
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Solucgéo estoque de SDS 10%: pesou-se 10g de SDS e solubilizou em g.s.p. para 100 mL de

agua.

Solucdo de persulfato de amdnia 10%: pesou-se 0,059 de persulfato de aménia e solubilizou

em 0,50 mL de agua. Preparada no momento do uso.

Solucdo tampéo para amostra desnaturante:
SOIUGAO tamPAO U AMOSIIA ......eveeieeiecieecie et 1,00 mL
2- MErCAPLOBLANOL......ccueiiiiecie e 0,02mL

SDS T0%0 ..t 0,20 mL
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5. SOLUCOES PARA COLORACAO DE COMASSIE BLUE

Solucédo Colorante:

Comassie BIUE R-250.........cccceiiiieiieiiiice s 0,3%
MELANON ... 50%
ACIHO ACELICO ..ot 10%
Agua g.s.p. 1L

Solucgéo descolorante:
MELANOL ...t et nre s 30%
ACIAO ACELICO ..ottt 7%

Agua q.s.p. 1L
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6. SOLUCOES PARA COLORACAO POR PRATA |

Solugdo de Armazenamento 1%: 1mL de acido acético glacial em 100 mL de agua
deionizada.

Solucéo de desenvolvimento: 2g de carbonato de sédio m/v com 40 pL de formaldeido
e completar a 100 mL com agua deionizada.

Solucéo fixadora: 40 mL de etanol com 10 mL de &cido acético glacial, completado a
100 mL com agua deionizada.

Metanol 50%: 50 mL de metanol completado a 100 mL com agua deionizada

Nitrato de prata 0,1%: 100 mg de nitrato de prata completado a 100 mL com agua
deionizada gelada.

Tiossulfato de sodio 0,02%: 20 mg de tiossulfato completado a 100 mL com agua
deionizada.

Solucéo de parada: 5 mL de &cido acético glacial completado a 100 mL com agua

deionizada.
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7. SOLUCOES PARA COLORACAO POR PRATA I

Solucéo Etanol 50% e Acido Acético (10%): 35 mL de Etanol adicionados de 7 mL de &cido

acetico e completado até 70 mL com &gua deionizada.

Solucdo de Lavagem: 7 mL da solucdo de Etanol 50% e Acido Acético (10%) e 53 mL de

agua deionizada.

Solucdo de tiossulfato de sodio 0,02%: pesou-se 12 mg de tiossulfato de sddio e completar

para 60 mL de agua deionizada.

Solugdo de nitrato de prata 0,2%: pesou-se 0,12 mg de nitrato de prata, completar para 60
mL com agua deionizada e 45 pL de formaldeido. Conservar em geladeira e preparar no

momento do uso.

Solucdo de desenvolvimento: pesou-se 3,6 mg de carbonato de s6dio em 48 mL de agua
deionizada, e entdo adicionar 30 pL de formaldeido e 1,2 mL da solucdo de tiossulfato de
sodio. Completar o volume para 60 mL. Conservar em geladeira e preparar no momento do

uso.

Solucdo Acido Acético 5% - solugdo de parada: 3 mL de &cido acético em 53mL de agua

deionizada.

Solucéo de armazenamento — glicerina: 7 mL de glicerina completada para 60 mL com agua

deionizada.



