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Apresentacao

Este livro foi desenvolvido com o objetivo de apresentar algumas atividades praticas relacionadas a Disciplina de Bioquimica
Metabdlica. Na Parte 1: Teste Enzimatico pelo Método do Ponto Final, apresentamos como sao realizados testes enzimaticos pelo
método do ponto final, onde a medicao da absorbancia da amostra é realizada quando a reagao esta terminada. A figura 1 pertence
ao livro Praticas de Bioquimica: material de laboratoério, publicado pela Canal 6 Editora, e foi reproduzida com a permissao dos
autores. As figuras 2 a 6, 7b, 8a, 9 a 11, 15 a 34 pertencem ao livro Praticas de Bioquimica: material de laboratério, publicado pela
Canal 6 Editora, também reproduzidos com a permissiao dos autores.

Na Parte 2: Atividades de Testes Enzimaticos pelo Método do Ponto Final, propomos atividades praticas baseadas na leitura de bulas
de kits enzimaticos, para o aluno se familiarizar com este tipo de leitura.

Na Parte 3: Teste Bioquimico com Fitas de Urinalise, apresentamos uma sequéncias de fotos que mostram como sao realizados testes
bioquimicos de urina com a utilizagao de fitas descartaveis.
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Prof. Dr. Renato Massaharu Hassunuma
Prof.? Dr.® Patricia Carvalho Garcia
Prof.? Dr.* Sandra Heloisa Nunes Messias
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Praticas de
Bioquimica Metabolica

Parte 1: Teste Enzimatico pelo Método do Ponto Final



Préticas de Bioquimica Metabélica

Quadro 1 - Condicdes associadas a hipoglicemia e hiperglicemia

Hipoglicemia Hiperglicemia




Préticas de Bioquimica Metabélica

Quadro 2 - Primeira reacao quimica que ocorre no teste enzimatico de glicemia

Primeira reacao

11



Préticas de Bioquimica Metabélica

Quadro 3 - Primeira e segunda reagcao quimica que ocorre no teste enzimatico de glicemia

Primeira reacao

Segunda reagao




Préticas de Bioquimica Metabélica

Quadro 4 - Preparo das solugdes: A) para 1,0 mL de reagente e B) para 3,0 mL de reagente

—




4. ldentificacao dos
tubos de ensaio

Utilize uma caneta de tinta permanente
para identificar por meio de letras os
tubos de ensaio (Figura 1), que irdo
conter as trés solucdes que serao
preparadas:

1) Branco: identifique com a letra B;
2)Padrao: identifique com a letra P;

3) Teste: identifique com a letra T.

Praticas de Bioquimica Metabdlica
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5. Identificacao das
partes de uma
micropipeta

Identifique as partes da micropipeta

(Figura 2):

= Alca para mao;

» Botido ou tambor de ajuste de volume;

= Botao de pipetagem;

= Botao ejetor de ponteira;

= Camara de isolamento;

= Corpo;

= Cone;

= Ejetor de ponteiras;

= Porca de conexao;

» Visor digital nao eletronico indicador;
de volume ou volumetro.

15



6. Escolha da micropipeta

O cédigo e a cor do botao de pipetagem
indicam a faixa de volume ideal para
pipetagem. Na pipeta apresentada na
Figura 3, a faixa vai de 100 a 1000 pL.

Neste caso, esta micropipeta poderia ser
utilizada para aspirar 1 mL de
reagente, ou seja, 1000 pL.

Porém, nao seria adequada para aspirar
a solucao padrao ou a amostra, pois
nestes casos, deve ser aspirado um
volume de 0,01 mL, ou seja, 10 pL.

Praticas de Bioquimica Metabdlica
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7. Ajuste volumétrico da
micropipeta

Ajuste o volume a ser pipetado no botao
de ajuste volumétrico. Observe o valor
no visor digital (Figura 4).

Em alguns modelos de micropipetas, o
ajuste de volume é feito no préprio
botao de pipetagem.

Praticas de Bioquimica Metabdlica
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8. Insercdo da ponteira
da micropipeta

Encaixe a ponteira depositada no rack
de ponteiras no cone da micropipeta
(Figura 5a). Verifique o encaixe
correto da ponteira no cone da
micropipeta (Figura 5b).

18



9. Técnica da pipetagem
direta ou por
esgotamento total

9.1. Pipetagem da soluc¢ao branco:
inicialmente realize a pipetagem da

solucao reagente no tubo de ensaio B.

a)Etapa de preparacao: segure a
micropipeta em posicao vertical.
Pressione suavemente o botao de
pipetagem até a posi¢cao do primeiro
estagio (Figura 6).

Praticas de Bioquimica Metabdlica
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Préticas de Bioquimica Metabélica

Quadro 5 - Tempos de espera para aspiracao do liquido

Faixa de volume a ser
pipetado

Tempo de espera Profundidade de imersao

20



Praticas de Bioquimica Metabdlica

b)Aspiracao: segure a micropipeta
verticalmente e imerja a ponteira no
liquido (Figura 7a).

Libere o botao de pipetagem até a
posicao de repouso (Figura 7b).
Lembre-se de aguardar o tempo de
espera correto até o liquido se
acomodar no interior da ponteira.

21
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c) Transferéncia: apoie a ponteira em
um angulo de 10 a 45 graus contra a
parede interna do recipiente.
Pressione suavemente o botao de
pipetagem até a posi¢cao do primeiro
estagio. Segure o botdo nesta posicao
(Figura 8a).

Observe a solugdo reagente
dispensada no tubo de ensaio B
(Figura 8b).

22



Praticas de Bioquimica Metabdlica

d) Esgotamento: pressione o botao de
pipetagem até o 2° estagio (Figura 9),
para promover um golpe de sopro que
ira esvaziar a ponteira
completamente.

23



Praticas de Bioquimica Metabdlica

e) Repouso: libere o botao de pipetagem
até a posicao de repouso (Figura 10).

24



Praticas de Bioquimica Metabdlica

f) Ejecao da ponteira: pressione o botao
de ejecao de ponteira (Figura 11a) e
descarte a ponteira em recipiente
apropriado (Figura 11b).

25
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9.2. Pipetagem da solugao padrao:
realize a pipetagem das solucdes
reagente e padrao (Figura 12a),
conforme descrito anteriormente.

Dispense os liquidos aspirados no tubo
P (Figura 12b).

Lembre-se que devido ao fato do volume
aspirado da soluc¢ao padrao ser menor,
devera ser utilizada outra
micropipeta.

26



9.3. Pipetagem da solugao teste: realize
a pipetagem das solugdes reagente e
amostra (Figura 13a), conforme
descrito anteriormente.

Dispense os liquidos aspirados no tubo
T (Figura 13b).

Lembre-se que devido ao fato do volume
aspirado da amostra ser menor,
devera ser utilizada outra
micropipeta.

Praticas de Bioquimica Metabdlica
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10.Incubacio das soluces R — .
em banho-maria a ¥ £ \

Misture vigorosamente as solucoes
preparadas nos tubos B, P e T.
Disponha os tubos de ensaio na
estante e leve para incubar em banho-
maria a 37 °C durante 10 minutos
(Figura 14).

O nivel da 4gua do banho-maria deve ser
superior ao nivel das soluc¢des nos
tubos de ensaio.

28



11. Transferéncia das
solucoes para cubetas

Transfira as solucodes preparadas para as
cubetas até cerca de 2 mm aquém da
borda (Figura 15a).

A cubeta deve ser manipulada
segurando-a pelos lados onde existem
ranhuras (Figura 15b).

Praticas de Bioquimica Metabdélica
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12. |dentificacdo das

partes do
espectrofotometro

Identifique as seguintes partes do
espectrofotometro (Figura 16):

Visor ou indicador digital;
Teclado;

Compartimento de amostra;
Botao seletor de comprimento de
onda;

Visor de comprimento de onda.

Praticas de Bioquimica Metabdélica
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13.Ligando o
espectrofotometro

Ao ligar o aparelho, aparecera a
mensagem “aguarde...” no visor
(Figura 17).

Praticas de Bioquimica Metabdlica
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Praticas de Bioquimica Metabdlica

Quando o aparelho estiver pronto, sera
exibida a leitura em transmitancia
(Figura 18).
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Praticas de Bioquimica Metabdélica

Clique no botao A do teclado (Figura 19)
para realizar medi¢des de absorbancia
(normalmente, ao ser ligado, o
aparelho esta programado para fazer
medicoes de transmitancia).

33



Praticas de Bioquimica Metabdlica

Observe a indicacdo “0.000 Abs” no
visor do aparelho (Figura 20), a qual
indica que o aparelho esta
programado para exibir valores de
absorbancia.

34
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14. Selecao da lampada do
espectrofotometro

Alguns modelos de espectrofotometros
possuem duas lampadas (Figura 21):

*» Lampada de deutério (D2): que emite
radiacao ultravioleta com
comprimento de onda de 200 a 360
nm;

* Lampada de tungsténio-halogénio
(W): que emite luz visivel no
comprimento de onda de 360 a 1100
nm).

Caso esteja usando um kit cuja
absorbancia seja medida em um
comprimento de onda de luz de 505
nm, deve-se girar o botao de troca de
lampada para a posicao W.

35



15. Ajuste do comprimento
de onda do
espectrofotometro

. O comprimento de onda a ser utilizado
deve ser verificado nas instrucoes de
uso do kit a ser utilizado.

Caso esteja usando um kit cuja
absorbancia seja medida no
comprimento de onda de 505 nm (que
corresponde a luz de cor verde),
ajuste o botiao de comprimento de
onda até o valor ser mostrado no visor
(Figura 22).

Praticas de Bioquimica Metabdélica
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=

18. Fechamento da tampa
do espectrofotdmetro

Feche a tampa do compartimento de
amostras (Figura 25).
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19. Posicionamento do
carrinho movel

Utilize o botao de deslocamento do
carrinho para desloca-lo para a
posicao 1 de leitura. Nesta posicao, o
aparelho ird medir o nivel de
absorbancia da solu¢dao em branco
(Figura 26).

40



20. (alibracao do
espectrofotometro

Aperte o botao CAL no teclado para
iniciar o processo de calibragao do
aparelho. Neste caso, a solucdao em
branco sera utilizada para este
processo (Figura 27).

Praticas de Bioquimica Metabdélica
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Praticas de Bioquimica Metabdlica

Ao clicar o botao CAL para iniciar o
processo de calibragem, aparecera a

mensagem “calibrando...” no visor
(Figura 28).
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Apés alguns segundos, observe no visor,
o valor de absorbancia da solucao
branco, que devera ser de 0.000 Abs.
Ao término do processo, o
espectrofotometro ira voltar a fazer as
leituras normalmente (Figura 29).
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21. Reposicionamento do
carrinho movel

Utilize o botao de deslocamento do
carrinho para desloca-lo para a
posicao 2 de leitura. Nesta posicao, o
aparelho ird medir o nivel de
absorbancia da solug¢ao padrao
(Figura 30).
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22. Medicdo da absorbancia
da solucao padrao

Observe no visor, o valor de absorbancia
da solucdo padrao. Anote este valor
(Figura 31).
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(2)

23. Reposicionamento do
carrinho movel

Utilize o botao de deslocamento do
carrinho para desloca-lo para a
posicao 3 de leitura. Nesta posicao, o
aparelho ird medir o nivel de
absorbancia da solucao teste (Figura
32).
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24. Medicao da absorbancia
da solucao teste

Observe no visor, o valor de absorbancia
da solucao teste. Anote este valor
(Figura 33).
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25. Lavagem das cubetas

Apés realizar as medigoes, lave as
cubetas com dgua destilada (Figura
34).
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26. Secagem das cubetas

Seque as cubetas, depositando-as
delicadamente sobre uma folha
dobrada de papel toalha (Figura 35).

Ao secar, nio dé batidas com a cubeta
sobre o papel toalha para remover o
excesso de agua. Apenas deposite a
cubeta sobre a superficie do papel.

Praticas de Bioquimica Metabdélica




Préticas de Bioquimica Metabélica

Quadro 6 - Duas formas de calcular a glicemia

Primeiro calculo

Segundo célculo
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Atividades de testes enzimaticos pelo metodo do ponto final

Nas paginas a seguir, sugerimos como atividade o preenchimento dos resumos de diferentes testes enzimaticos. Esta atividade permitira
reconhecer as diferencas entre os testes enzimaticos, comparar bulas de diferentes fabricantes e auxiliar a consulta em atividades praticas.
Comece pesquisando bulas de kits de testes enzimaticos disponiveis na internet e preencha os resumos de acordo com as instrugdes do
fabricante. Vale ressaltar que alguns kits possuem reagentes e técnicas diferentes.
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1. Teste enzimatico para glicose

Leia a bula do kit de teste enzimatico a ser utilizado e preencha com os dados abaixo:
a) Preparo das solucoes:

Branco Padrao Teste

Amostra

Padrao

Reagente 1

b) Temperatura do banho-maria:

c) Dura¢ao do banho-maria:

d) Comprimento de onda utilizado:
e) Duracao da estabilidade da cor:
f) Absorbancia do padrao:

g) Absorbancia do teste:

h) Calculo da glicemia:
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2. Teste enzimatico para colesterol total

Leia a bula do kit de teste enzimatico a ser utilizado e preencha com os dados abaixo:
a) Preparo das solucoes:

Branco Padrao Teste

Amostra

Padrao (reagente 2)

Reagente 1

b) Temperatura do banho-maria:

c) Dura¢ao do banho-maria:

d) Comprimento de onda utilizado:
e) Duracao da estabilidade da cor:
f) Absorbancia do padrao:

g) Absorbancia do teste:

h) Calculo da colesterolemia:
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3. Teste enzimatico para triglicerides

Leia a bula do kit de teste enzimatico a ser utilizado e preencha com os dados abaixo:
a) Preparo das solucoes:

Branco Padrao Teste

Amostra

Padrao

Reagente 1

b) Temperatura do banho-maria:

c) Dura¢ao do banho-maria:

d) Comprimento de onda utilizado:
e) Duracao da estabilidade da cor:
f) Absorbancia do padrao:

g) Absorbancia do teste:

h) Calculo da trigliceridemia:

55




Praticas de Bioquimica Metabdélica

4. Teste enzimatico para proteinas totais

Leia a bula do kit de teste enzimatico a ser utilizado e preencha com os dados abaixo:
a) Preparo das solucoes:

Branco Padrao Teste

Amostra

Padrao (reagente 2)

Agua destilada ou deionizada

Reagente de Biureto

b) Tempo de mistura:

c) Temperatura de incubacao:

d) Comprimento de onda utilizado:
e) Duracao da estabilidade da cor:
d) Absorbancia do padrao:

e) Absorbancia do teste:

f) Calculo da proteinemia:
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5. Teste enzimatico para albumina

Leia a bula do kit de teste enzimatico a ser utilizado e preencha com os dados abaixo:

a) Preparo das solucoes:

Branco

Padrao

Teste

Amostra

Padrao (reagente 2)

Reagente de cor (reagente 1)

* Geralmente nos kits de albumina nao é utilizado o banho-maria.

b) Modo de preparacao das solucgdes:
c) Comprimento de onda utilizado:
d) Duracio da estabilidade da cor:
e) Absorbancia do padrao:

f) Absorbancia do teste:

g) Célculo da albuminemia:
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0. Teste enzimatico para acido urico

Leia a bula do kit de teste enzimatico a ser utilizado e preencha com os dados abaixo:

a) Preparo das solucoes:

Branco

Padrao

Teste

Amostra

Padrao (reagente 3)

Reagente de trabalho*

* Em alguns kits de teste enzimatico para acido turico, o reagente de trabalho é obtido a partir da mistura dos reagentes 1 e 2

b) Temperatura do banho-maria:

c) Dura¢ao do banho-maria:

d) Comprimento de onda utilizado:
e) Duracao da estabilidade da cor:
f) Absorbancia do padrao:

g) Absorbancia do teste:

h) Calculo da uricemia:
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/1. Teste enzimatico para bilirrubina

Leia a bula do kit de teste enzimatico a ser utilizado e preencha com os dados abaixo:
a) Preparo das solugdes branco e padrao de bilirrubina:

Branco Padrao

Acelerador (reagente 1)

Acido sulfanilico (reagente 2)

Diazo Reagente

Padrao

* Geralmente nos kits de padrao para bilirrubina nao é utilizado o banho-maria.

b) Modo de preparacao das solucdes:
c) Comprimento de onda utilizado:
d) Duracao da estabilidade da cor:
e) Absorbancia do padrao:
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f) Preparo das solucées branco, bilirrubina direta e bilirrubina total:

Branco

Direta

Total

Agua destilada ou deionizada

Acelerador (reagente 1)

Acido sulfanilico (reagente 2)

Diazo Reagente

Amostra (soro ou plasma)

* Geralmente nos kits de teste enzimatico para bilirrubina nao é utilizado o banho-maria.

g) Modo de preparacio das solugdes:

h) Comprimento de onda utilizado:

i) Duracdo da estabilidade da cor:

j) Absorbancia da bilirrubina direta:

k) Absorbancia da bilirrubina total:

1) Calculo de bilirrubina direta: m) Calculo de bilirrubina total:

n) Calculo de bilirrubina indireta:
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8. Teste enzimatico para ferro serico

Leia a bula do kit de teste enzimatico a ser utilizado e preencha com os dados abaixo:

a) Preparo das solucoes da etapa 1:

Etapal

Branco

Padrao

Teste

Tampao (reagente 1)

Soro sanguineo

Padrao (reagente 2)

Agua deionizada

b) Comprimento de onda utilizado:
c) Absorbancia do teste da etapa 1 (A,):
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d) Preparo das solucdes da etapa 2:

Etapa 2 Branco Padrao Teste

Ferrozine (reagente 3)

e) Temperatura do banho-maria:

f) Duracido do banho-maria:

g) Comprimento de onda utilizado:

h) Absorbancia do padrao:

i) Absorbancia do teste na etapa 2 (A,):
j) Calculo da dosagem de ferro:
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9. Teste enzimatico para calcio

Leia a bula do kit de teste enzimatico a ser utilizado e preencha com os dados abaixo:

a) Preparo das solucoes da etapa 1:

Branco

Padrao

Teste

Reagente 1

Reagente 2

Padrao

Amostra

* A mistura dos reagentes 1 e 2 é denominada reagente de trabalho. Nao é utilizado o banho-maria.

b) Modo de preparacao das solucdes:
c) Comprimento de onda utilizado:
d) Duracio da estabilidade da cor:

e) Absorbancia do padrao:

f) Absorbancia do teste:

g) Calculo da calcemia:
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Quadro 7 - Exemplos de componentes presentes na urina detectados por fitas de urinalise

Componentes
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2. Material

Neste experimento, serao usados:

= Kit de fitas descartaveis para
urinalise;

» Tubo de ensaio de plastico para
centrifuga tipo Falcon;

= Pipeta de Pasteur;

= Caneta de tinta permanente;

= Coletor universal;

= Estante para tubo de ensaio (Figura
36).
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3. (oleta da amostra de
urina

A amostra de urina fresca deve ser
coletada em um coletor universal
limpo e ndo necessita ser
centrifugada!? (Figura 37).

Caso a andlise nao seja realizada dentro
do periodo de uma hora, a amostra
deve ser conservada sob refrigeracao.
Antes do teste ser realizado, é preciso
que a amostra esteja em temperatura
ambiente e seja homogeneizadal>.
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4. Pipetagem da amostra

Utilize a pipeta de Pasteur para
transferir um volume de amostra para
o tubo de ensaio de plastico para
centrifuga tipo Falcon (Figura 38),
que seja suficiente para embeber a fita
descartavel.
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5. Utilizacdo da fita de
urinalise

A fita de urindlise deve ser mergulhada
completamente na urina por até um
segundo, sendo observada a mudanca
de cor das areas de teste com
reagentes!®15,

Caso o volume de urina presente no
interior do tubo de centrifugacao nao
seja suficiente para cobrir todos
reagentes (Figura 39), o frasco pode
ser levemente inclinado para que o
liquido tenha contato com toda
extensao da fita. A fita deve ser
manipulada pela extremidade lisa,
evitando o contato com os reagentes.
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6. Analise da fita de
urinalise

A fita de urinalise deve ser removida do
interior do frasco e o excesso de urina
deve ser removido com o uso de papel
absorvente. Compare cuidadosamente
as cores observadas na fita de
urinalise com a tabela do fabricante.

A fita deve ser mantida na horizontal
e com uma boa fonte de luz1915,

Evite analisar a fita de urinalise no
interior do tubo de ensaio de plastico,
pois o revestimento do tubo e a urina
irao dificultar a observacao correta
das cores (Figura 40). A fita deve ser
devidamente descartada.
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Este livro foi desenvolvido com o
objetivo de facilitar a organizagio e o
desenvolvimento de atividades praticas
na area de Bioquimica Metabdlica.
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Os autores apresentam o0s principais

equipamentos e material utilizados em
testes laboratoriais.

Este livro contém atividades que podem
ser utilizadas para estudo e como apoio
no desenvolvimento de atividades
praticas laboratoriais.




