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PROCEDIMENTOS DE SEGURANCA
(Adaptado de “Biotechnology Explorations”, ASM Press)

Ensinar e aprender no laboratério de Biotecnologia envolve sempre um certo nivel de risco para o operador e
companheiros. Novos equipamentos, reagentes e materiais biologicos sdo parte integrante dos trabalhos
experimentais que envolvem acidos nucleicos e proteinas. Os estudantes estido a aprender novas técnicas, usando
reagentes e materiais bioldgicos e novos equipamentos que apresentam algum risco no contexto da sua utilizagio
laboratorial. Ndo sendo possivel fazer a experimentacdo sem usar os equipamentos, os reagentes e o material
bioldgico, espera-se dos estudantes que adotem as atitudes adequadas para minimizacdo dos riscos associados.

“Alerta permanente”, um conceito importado dos pilotos de avido, cria o enquadramento para a manuten¢do da
segurancga apropriada face aos riscos inerentes. Tal como o piloto deve estar alerta para a sua envolvente, com
constante vigilancia para a sua seguranca e a dos outros, assim os estudantes de biotecnologia devem fazer no
laboratdrio. O piloto tem sempre de saber “onde est4, para onde vai e como 14 chegar”. Traduzido para o ambiente
laboratorial, os estudantes devem estar concentrados nas tarefas que desenvolvem, compreender o equipamento, 0s
reagentes e os materiais bioldgicos que usam, devendo seguir os passos adequados a condugdo da experiéncia. Ao
mesmo tempo cada estudante deve conhecer o que os seus colegas fazem e os protocolos que seguem.

Neste enquadramento sdo quatro as principais questdes de seguranca que se colocam:

— Vestuario e comportamentos
— Riscos fisicos

— Riscos quimicos

— Riscos Biolégicos

Vestudrio e comportamentos

Reduzir ao minimo os pertences pessoais e outros materiais na bancada de trabalho. Casacos, sacos e outros
pertences deverdo ser depositados no bengaleiro a entrada do laboratério.

Uso de bata obrigatério (Sempre), para evitar sujar ou contaminar a roupa.

Cabelo, quando comprido, devidamente apanhado para evitar a sua ignigdo na chama ou a contamina¢do quimica ou
bioldgica.

Sapatos fechados sido recomendados, pois os abertos ndo protegem de eventuais respingos que possam cair.
Protecdo dos olhos e pele nua aquando da utilizagdo de UV

Luvas descartaveis sdo exigiveis quando se manipulam certos reagentes ou microrganismos.

E desaconselhado o uso de joias, em especial anéis e pulseiras que impedem o adequado uso das luvas.

Comer, beber, mascar pastilhas elasticas, aplicar cosméticos é proibido no laboratdrio, para que eventuais
contaminacdes ndo sejam dirigidas para zonas nio protegidas. Roer as unhas, lapis, canetas e dedos na boca
igualmente proibido, pelas mesmas razdes.

Os estudantes devem conhecer e compreender bem o trabalho a fazer. Uma boa programacao é meio caminho para
uma boa execucdo. O docente devera ser questionado sempre que surjam duvidas sobre os procedimentos a seguir.

As mios devem ser sempre lavadas antes de iniciar o trabalho e depois de concluida a experimentagio, para que
contaminantes ndo sejam introduzidos nem transportados para fora do laboratério.

As bancadas de trabalho devem ser sempre limpas e sanitarizadas com alcool antes do inicio do trabalho e depois
deste concluido. Ndo se conhece o que outros estudantes possam ter deixado no laboratério, nem se pretende deixar
contaminagdes para quem vier a seguir.

Riscos fisicos

Fogo

Identificar a localizagdo do chuveiro, dos extintores e dos baldes de areia.
Identificar a localizagdo dos quadros elétricos e da torneira geral do gas.
Aquecer produtos a altas temperaturas pode provocar queimaduras.

As solucgdes aquecidas no micro-ondas, em especial as agaroses, podem ficar sobreaquecidas e entrar em ebulicdo
explosiva apds agitacdo, provocando queimaduras graves.
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Bicos de gas e lamparinas

Conhecer como se deve acender o bico de gas.

Nunca abandonar um bico ou lamparina acesa. Evitar movimenta-los quando acesos.
Flamejar os instrumentos e os tubos com cuidado para evitar formagio de aerossois.

N3io usar material facilmente inflamavel nas proximidades da chama (atengédo ao alcool).

Autoclave
Evitar exposicdo aos vapores da autoclave aquando da sua abertura. Podem provocar queimaduras.

Usar luvas isolantes para remover materiais da autoclave

Vidros partidos e material cortante

Os vidros partidos deverdo ser removidos com auxilio de pinc¢a ou luvas, nunca com as méos desprotegidas.
N3o colocar vidros partidos no lixo comum.

Se apropriado recolher para descontaminacao.

Usar laminas cortantes com auxilio de pincas ou luvas.

Equipamento elétrico e de eletroforese
Verificar os cabos elétricos dos equipamentos e nunca usar cabos defeituosos.
Evitar o uso de material elétrico proximo de agua.

Desligar o equipamento (botdo OFF) antes de o ligar a corrente. Nunca ligar ou desligar um aparelho de eletroforese
sem antes cortar a corrente (botdo OFF).

Nunca abrir uma tina de eletroforese sem antes desligar a corrente elétrica.

Transiluminador de UV
Ao usar o transiluminador de UV, nunca o ligue antes de baixar a tampa protetora.

Desligue a luz antes de levantar a tampa e remover o gel.

Riscos quimicos

Prestar atengdo as notas dos protocolos sobre os riscos associados a alguns reagentes e seguir as instrugdes do
docente.

Nunca pipetar a boca. Usar pipetadores mecanicos.
Os restos de produtos quimicos ndo devem ser rejeitados para o esgoto.
Localizar o chuveiro e o sistema de lavagem de olhos.

A roupa atingida por reagentes quimicos devera ser de imediato removida e a pele em contacto ser abundantemente
lavada.

Nio remover produtos quimicos do laboratoério.

Alguns reagentes quimicos a usar nas experiéncias tém associados riscos particulares. O uso de reagentes em solugio
ou pré-misturados reduz o nivel de exposicdo e o tempo da sua utilizacdo. A quantidade manipulada é também
importante. Alguns reagentes com riscos especificos a utilizar nas sessoes laboratoriais:

Acrilamida e bis-acrilamida - Mutagénico, carcinogénico e neurotéxico quando inalado ou ingerido. Usar apenas
solugdes previamente preparadas e com luvas.

Persulfato de amonio - Oxidante potente. Manter afastado de materiais combustiveis e de fontes de calor.
Cloroférmio - Potente solvente organico

DTT (Ditiotreitol) - Provoca irritacdo nos olhos, pele, membranas das mucosas e trato respiratério.
Etanol - Inflaméavel.

Brometo de etidio (solu¢oes) — Mutagénico. Usar luvas.
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SDS (lauril sulfato de sddio) - Irritante dos olhos e da pele.

Acidos e bases concentrados - Corrosivos. Provocam queimaduras ao contacto.

Riscos bioldgicos
Desinfetar a area de trabalho antes e depois de manipular microrganismos.

Usar lixivia diluida (10% de hipoclorito de s6dio) para descontaminar areas e instrumentos eventualmente
contaminados.

Evitar as maos na boca ou nos olhos.

Flamejar cuidadosamente instrumentos e tubos para evitar a formacao de aerossois.
Nio remover microrganismos do laboratério.

Tratar todas as amostras de DNA, plasmideos e bactérias como material contaminado.
Rejeitar as culturas e outro material contaminado no tabuleiro para autoclavar.

Nio juntar material ndo contaminado no tabuleiro para autoclavar.

N3o rejeitar no lixo comum o que quer que seja que tenha contactado bactérias.

Se bem que os microrganismos a usar na experimentacio (E. coli) ndo coloquem riscos biolégicos particulares deve
ter-se sempre em mente que sio criadas condi¢des de crescimento dos mesmos. O risco naturalmente aumenta com a
quantidade de bactérias e outros microrganismos, eventualmente patogénicos, podem contaminar as culturas e ser
amplificados.

Planeamento

Nio iniciar qualquer experiéncia sem o conveniente planeamento. O conhecimento e compreensao prévios dos
procedimentos experimentais, grelhas adequadas para registo dos resultados e a efetiva disponibilidade de todos os
recursos materiais necessarios constituem elementos importantes para o sucesso das experiéncias. O tempo
"perdido” num planeamento inicial é largamente compensado pelo nivel da aprendizagem conseguido e pela
prevencdo da necessidade de repeticdo de experiéncias eventualmente bloqueadas.

Procedimentos gerais

Todos os procedimentos deverio ser efetuados tendo em mente a minimizacdo dos riscos associados a manipulagio,
numa perspetiva de protec¢io do préoprio operador e de terceiros. Mais importante que um conjunto de regras a
obedecer ¢ a utilizacdo do bom senso do operador nos trabalhos a realizar.

E muito importante usar a cabeca antes das maos.
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REGISTOS E RELATORIOS

E conveniente usar um bloco ou caderno para registo de todas as ocorréncias e dos resultados da experimentacio.
Sugere-se o uso de caderno de laboratdrio, de preferéncia com folhas ndo amoviveis, para que nio sejam eliminadas
notas ou registos considerados irrelevantes na altura, como sucede com frequéncia quando se passam os
apontamentos "a limpo"”, mas de grande utilidade para consulta futura na elaboragio do relatério final ou para a
eventual repeti¢do da experiéncia. O rigor e pormenor dos registos efetuados durante a execucido do trabalho
experimental facilitardo a aprendizagem e a interpretacio dos resultados obtidos, em especial quando estes sdo
inesperados.

Um qualquer relatdrio de uma experiéncia laboratorial devera documentar de forma tao completa quanto possivel o
procedimento executado e os resultados obtidos. Para além disso devera ser também objetivo do relator redigir um
documento compreensivel para o leitor e suscetivel de apoiar a eventual repeticio da mesma experiéncia em idénticas
condi¢des. Para a elaboragio dos relatérios sugerem-se, como orientacio, as seguintes secgdes:

Titulo Identificador do contetdo do relatério

Resumo Pequeno texto de que constem os objetivos almejados e as conclusdes
obtidas

Objetivo Razdo de ser do trabalho realizado

Introducio Dados conhecidos que justificam a realizacdo da experiéncia empreendida

Palavras-chave Termos diretamente relacionados com o trabalho

Material e reagentes | Listagem exaustiva do equipamento, reagentes e outro material usado

Protocolo Marcha geral dos procedimentos aplicados. Deverio ser relatados os
experimental procedimentos concretos executados, com referéncia a eventuais desvios
relativamente ao procedimento recomendado / descrito

Resultados Registo das observagdes efetuadas e dos dados recolhidos
Discussdo Comentario critico aos resultados obtidos
Conclusdo Descricdo do cumprimento ou incumprimento do objetivo, decorrente dos

resultados obtidos

Nota critica Comentario a globalidade da experiéncia, com recomendacdes para a sua
repeticdo ou outras consideradas adequadas

Bibliografia Referéncias consultadas ou utilizadas para a realizacdo do trabalho

Dependente do tipo do trabalho executado, da forma do relatdrio e da sensibilidade do relator,
algumas das secgdes descritas poderdo ser fundidas, como "Resultados e discussdo” ou "Discussio e
conclusdes", por exemplo
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TECNICAS LABORATORIAIS BASICAS EM LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Ao desenvolvimento dos trabalhos em Biotecnologia é fundamental recorrer as técnicas préoprias da Microbiologia
para a manipulacdo, crescimento e manutencdo de bactérias e outros hospedeiros de DNAs recombinantes.

Os microrganismos sdo ubiquos. Podem encontrar-se no solo, no ar, na dgua, na comida, nos esgotos e nas superficies
corporais, entre outros locais. Ou seja, existem por todo o lado a nossa volta, o nosso ambiente esta repleto de
microrganismos. Para estudar qualquer tipo de microrganismo é necessario separar estas popula¢des mistas, de
forma a manipular no laboratdrio as chamadas culturas puras, culturas de uma tinica estirpe. Apesar do fornecimento
de estirpes bacterianas puras para a realiza¢do dos trabalhos, as culturas podem vir a ser contaminadas.

Para isolar e estudar os microrganismos em cultura pura, o experimentador necessita de alguns equipamentos
laboratoriais basicos e da aplicacdo de técnicas especificas usando materiais particulares. Nas praticas que
aplicaremos no decurso desta disciplina, ter-se-a de recorrer as técnicas base de microbiologia/bacteriologia com
utilizagdo dos equipamentos e materiais especificos que se indicam:

Equipamento Autoclave e dispositivos de filtragio estéril
Ansas e agulhas. Pipetas e micropipetas
Banhos de agua e estufas

Frigorifico

Fluxo laminar (conveniente)

Materiais Agua destilada de qualidade

Meios de cultura (bactérias)

Liquido

Semissolido

Sélido

Tubos para cultura

Placas de Petri

Meios de cultura

A sobrevivéncia e o suporte de vida dos microrganismos dependem do fornecimento adequado de nutrientes e
convenientes condi¢cdes para o seu crescimento. Quanto aos nutrientes, grande parte dos microrganismos apenas
necessitam de substancia soldiveis de baixo peso molecular, usualmente originadas pela degradacdo enzimatica de
outros nutrientes mais complexos. Uma solucdo contendo estes nutrientes é designada como meio de cultura. Em
geral, os meios de cultura sio liquidos, semissdlidos ou sé6lidos. Um meio liquido sem agente solidificante é designado
por caldo nutritivo. Um caldo nutritivo suplementado com um agente solidificante, usualmente o agar, origina um
meio so6lido ou semissoélido. O agar é um extrato de algas marinhas, um carbohidrato complexo que contem
maioritariamente galactose e possui muito pouco valor nutritivo. O agar é muito adequado como agente solidificante
porque se liquefaz a cerca de 100°C e solidifica a 402C. Devido a estas propriedades, os microrganismos, em especial
os patogénicos, podem ser cultivados a temperaturas da ordem dos 37°C sem receios de liquefacdo do meio
solidificado. Um meio de cultura bem solidificado exige uma concentragio de agar da ordem dos 1,5 a 1,8%. Uma
concentracgdo inferior a 1% resulta num meio semissoélido.

Para além das necessidades nutritivas, varios outros fatores ambientais precisam de ser controlados para o sucesso
da cultura dos microrganismos, como sejam o pH, a temperatura, o ambiente gasoso ou a pressdo osmotica.
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Esterilizacao

A esterilizacdo é um dos pontos-chave para o sucesso do trabalho em microbiologia. Para trabalhar em condi¢des de
esterilidade é fundamental o uso de material estéril e a aplicagdo de técnicas adequadas. A esterilizagio é processo
pelo qual sdo eliminadas todas as formas de vida de qualquer meio ou material. As principais técnicas para a
esterilizacdo de rotina em laboratério sdo as seguintes:

Calor Calor seco (ar quente)

160°C a 180°C durante 1/2 hora a 3 horas

Material de vidro em vazio

Calor hiimido (vapor)

Circulacdo de vapor a 1002C. Esterilizacdo intermitente (solucdes termolabeis)

Autoclave. Vapor sob pressao, temperaturas acima dos 1002C (meios de cultura, solugées
termo-estaveis)

Filtracdo Membranas filtrantes com poros de 0,05 um a 0.8 pm

Remocio de microrganismos de solucdes termolabeis por filtracio

Produtos quimicos Oxido de etileno

Material de plastico

Beta-propiolactona

Tecidos vivos, materiais biolégicos

Tubos de cultura e Placas de Petri

Tubos de ensaio em vidro e placas de Petri em vidro e plastico constituem os principais suportes para o
desenvolvimento das culturas de microrganismos. Um meio nutritivo adequado na forma de caldo nutritivo ou de agar
é usado em tubos de ensaio, enquanto nas placas de Petri apenas se usa meio sélido. Um ambiente estéril é
preservado nos tubos de cultura por varios tipos de tampas. Historicamente é o rolhdo de algodio, desenvolvido por
Schroeder e von Dusch no século dezanove. Hoje em dia, a maior parte dos laboratérios usam tampas em forma de
manga, em metal ou plastico resistente ao calor. A vantagem destas tampas reside no facto de nio exigirem tanto
trabalho na sua preparagio e serem mais facilmente removidas e reintroduzidas nos tubos durante a manipulacao.
Mantem-se, contudo, a pratica de proteger uma das extremidades das pipetas com rolhido de algodao cardado
(hidréfobo).

As placas de Petri disponibilizam uma maior superficie para cultura e crescimento dos microrganismos. Sdo
compostas por uma base circular inferior, onde é colocado o meio e por uma tampa do mesmo formato e ligeiramente
maior que se encaixa na base. Existem placas de Petri de varias dimensdes para diferentes exigéncias laboratoriais. Na
rotina sdo usadas placas de cerca de 10 cm de diametro. O meio nutritivo estéril, contendo agar, num volume de 15 a
20 mL é vertido nas placas quando ainda quente apds fusdo do agar e deixado arrefecer a temperatura inferior a 40°C.
Depois de inoculadas com os microrganismos as placas sdo incubadas em posicdo invertida para evitar que as gotas de
condensacio, formadas na tampa durante o arrefecimento do agar, tombem sobre a superficie do agar.

Instrumentos para transferéncia de culturas

Existe a necessidade de transferir os microrganismos de um meio de cultura para outros, desde culturas de
armazenamento a manutengdo para culturas de andlise. E o processo de subcultura que tem de necessariamente ser
efetuado com técnica estéril para evitar potenciais contaminagées das subculturas.

As ansas e agulhas, usualmente fabricadas com metais inertes como a platina e inseridas em cabos préprios para a
manipulacio, sdo instrumentos muito duraveis de facil utilizacdo. Sio facilmente esterilizaveis no momento da sua
utilizagdo por incineracdo a chama, numa posicdo quase vertical até o metal ficar ao rubro. Importara depois deixar
arrefecer entre 10 a 20 segundos, fora da chama, mas na sua proximidade, onde a carga de microrganismos
ambientais vidveis é inferior. Depois de arrefecidos, para ndo inativar os microrganismos a transferir, podem ser
usadas para "picar” uma cultura sélida ou liquida e inocular outro meio. Uma vez esterilizada, a ansa devera ser de
imediato utilizada antes de ser de novo colocada na bancada.

As pipetas sdo outros dos instrumentos de transferéncia de culturas de uso muito generalizado. Sdo calibradas e
permitem a transferéncia de quantidades de culturas liquidas preestabelecidas. Sdo de vidro ou plastico, com uma
extremidade afilada e outra para a aspiracdo e expulsdo do liquido que contenham. Podem ser esterilizadas por calor
seco ou himido, conforme o tipo de material de que sdo constituidas. Apesar de tradicionalmente serem instrumentos
para "pipetar a boca" é proibido usar a boca para aspirar microrganismos. Existem auxiliares mecanicos disponiveis
para o efeito, como peras de borracha ou corpos de seringa que se adaptam na extremidade larga da pipeta.

As pipetas Pasteur, tubos de vidro ndo graduados com uma das extremidades afiladas sdo também de uso muito
frequente em trabalhos de microbiologia, também pela sua facilidade de esterilizagdo extemporanea.
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Camaras de cultura

Das condi¢des para crescimento dos microrganismos, uma das mais relevantes é a sua temperatura 6tima de
crescimento. As estufas sdo usadas para a manutencio da temperatura 6tima dos microrganismos em crescimento
durante o periodo de cultura. Sdo camaras em que a temperatura ambiente interior é controlada por termdstato, para
que a mesma seja mantida dentro de limites apropriados para o crescimento celular. Usam em geral um sistema de
circulacdo de ar aquecido e, para evitar a desidratagdo dos meios em incubagio, deverdo conter também uma fonte de
vapor de dgua (um recipiente com agua no seu interior, quando ndo venham preparadas para o efeito de origem).

Os banhos de agua (banho-maria) com agua a temperatura controlada por termdstato constituem outro dos
instrumentos frequentemente empregues para a criagdo das condi¢bes de temperatura 6tima de crescimento dos
microrganismos. O intimo contacto da dgua a temperatura controlada com o recipiente onde crescem os
microrganismos apresenta a vantagem de permitir uma mais rapida e eficaz transferéncia do calor. Além disso, os
banhos com agitagdo facilitam também o arejamento das culturas, de grande importancia para o crescimento dos
microrganismos aerdbios. A desvantagem do banho de agua reside no facto de s6 poder ser usado para as culturas em
meio liquido, ao contrario das estufas de ar, que servem tanto para culturas em meio liquido como em meio sélido.

Frigorifico

O frigorifico é outra das pe¢as fundamentais em laboratério de microbiologia. O ambiente de baixa temperatura que
disponibiliza é da maior relevincia para a manutengio e armazenamento das culturas celulares em fase de nio
crescimento entre os periodos de subcultura e para a conservagio dos meios esterilizados e outros reagentes.
Também as solugbes e compostos termolabeis tém periodos de conservacdo mais alargados quando armazenados a
baixas temperaturas.
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METODOS DE ESTERILIZACAQ

Esterilizagdo é um processo que elimina todos os organismos vivos que se encontrem a superficie ou no interior de
um material, podendo ser alcangado pela exposicdo do material a agentes letais fisicos ou quimicos ou, no caso dos
liquidos, pela separagdo mecanica dos organismos através de filtragdes. Existem muitas formas de esterilizar
materiais e meios, e a sua escolha depende da natureza dos materiais a serem esterilizados bem como da
disponibilidade de meios de trabalho.

A nogdo de esterilidade (estéril = infecundo) encontra-se frequentemente associada a duas outras: a de assepsia
(auséncia de sepsis = putrefagdo) e a de desinfegdo (livrar da infe¢do). Estes significados literais correspondem, de
facto, as nogdes técnicas destas terminologias. Em microbiologia referimo-nos a esterilizagdo quando se pretende
impedir a propagacdo de microrganismos; a assepsia quando se pretende trabalhar em ambiente desprovido de
microrganismos e a desinfecdo quando se aplicam técnicas destinadas a eliminar microrganismos potencialmente
patogénicos para o operador.

Destas nogdes, a aprofundar no exercicio da experimentacgio que se desenvolvera na disciplina, importa considerar
em particular as técnicas que se utilizam em microbiologia para a elimina¢ido de microrganismos viaveis: a
esterilizagdo.

A. Esterilizacgdo por calor humido

0 aparelho mais usado para esterilizar materiais e meios de cultura é a autoclave, com um principio de funcionamento
idéntico as panelas de pressdo domésticas. As autoclaves de laboratério operam normalmente sob uma pressio de
1,02 Bar a uma temperatura de 1212C. A autoclave esteriliza a maioria dos materiais em 15-30 minutos, sendo a
variacdo do tempo de esterilizagdo devida a relacdo superficie/volume dos materiais a serem esterilizados.

Temperatura

Os enddsporos das bactérias sdo as formas de vida mais resistentes ao calor, e a sua destruicdo pode ser conseguida se
for aplicado vapor sobre pressdo. Uma temperatura de 1212C oferece uma boa margem de seguranca se for mantida
durante um espaco de tempo apropriado.

Humidade

A coagulacdo do protoplasma bacteriano em temperaturas moderadas requer humidade e hd medida que esta é
removida a temperatura necessaria para haver coagulacdo aumenta rapidamente. Se o vapor for sobreaquecido ficara
mais "seco” o que ocasiona um aumento da temperatura e do tempo de exposi¢do para a esteriliza¢do, que na situacdo
extrema de esterilizacdo em calor seco sera de 1702C durante uma hora. Em conclusio, vapor excessivamente quente
perde alguma da sua eficacia como agente letal para além de poder ser lesivo para os materiais a serem tratados.

Presséo

A pressio, nos valores usados na autoclave, por si s6 ndo exerce qualquer efeito na esterilizagio, sendo util apenas
para elevar a temperatura do vapor acima dos 100°C.

Tempo

0 tempo é necessario para que o vapor tenha a oportunidade de penetrar e aquecer os materiais a serem esterilizados.
Mesmo quando as temperaturas de esterilizacdo sdo atingidas, os agentes virais ou microbianos nio sido todos
inativados de uma vez. A velocidade de morte é uma constante a uma dada temperatura e por cada unidade de tempo
de exposicdo ao agente letal, uma proporgio que é constante para uma dada populacdo. Normalmente demora 11 a 12
minutos a 121°C (calor himido) para eliminar os enddsporos das bactérias termofilicas, os agentes mais resistentes
nas manipulag¢des do dia-a-dia.

Purga

0 ar relativamente frio na cimara de esterilizagdo é muito mais pesado que o vapor a temperatura de esterilizagio. Se
ndo for permitida a saida do ar cria-se uma estratificacdo na autoclave que conduz a uma falta de uniformizacido das
temperaturas desenvolvidas. Uma vez que o ar e o vapor sdo lentos a misturar-se, as diferencas de temperatura entre
camadas pode ser muito grande, por isso a necessidade de se substituir todo o ar por vapor de agua (purga).

Natureza do carregamento

Geralmente, os materiais mais volumosos requerem mais tempo de esteriliza¢do, sendo preferivel esterilizar
pequenos volumes de cada vez (é mais eficaz esterilizar 5 baldes de um litro que um bal&o de cinco litros). Os frascos
devem ser tapados com algoddo ou papel. Se for necessario usar tampas roscadas, estas devem ir pouco apertadas
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para a autoclave de modo a permitirem a saida de ar e entrada de vapor e a ndo criacdo de grandes diferenciais de
pressdo que podem levar ao rebentamento dos frascos na autoclave.

B. Esterilizacao por calor seco

O calor seco é usado para esterilizar material de vidro, outros materiais sélidos termo-estaveis e alguns componentes
de meios ou alimentos que ficariam improéprios se expostos ao vapor. Trata-se também de um dos métodos de
esterilizagcdo mais usados e de muito facil aplicacdo. O equipamento indispensavel é apenas uma estufa de alta
temperatura (160 - 2002C). Para além de ter de ser tida em conta a resisténcia térmica dos materiais a esterilizar por
esta técnica, a outra precaucio a considerar prende-se com a minimizagdo da possibilidade de contaminar esses
materiais depois da esterilizag3o.

C. Esterilizacao por gases

0 incremento do uso de material de plastico de utilizacdo inica como seringas, caixas de Petri, tubos de cultura, filtros,
etc., levou ao desenvolvimento de uma nova forma de esterilizacdo que usa gases toxicos para a eliminagio dos
microrganismos de materiais termo sensiveis. A aplicacdo desta técnica requer a utilizacdo de equipamentos préprios
que forcem a circulacdo do gas toxico através de todas as superficies dos materiais, o que a torna de dificil utilizacdo
em laboratdrios de tipo nio industrial.

0 oxido de etileno é o gis usado com maior frequéncia neste tipo de esterilizagdes. Este gas, ao contrario de muitos
produtos quimicos téxicos, é pouco corrosivo e nio altera os materiais a serem esterilizados, sendo facilmente
removido por arejamento. As suas desvantagens incluem a necessidade de longos periodos de exposi¢do para se obter
a esterilizagdo (varias horas), a reatividade com componentes dos meios e certos tipos de plasticos e a necessidade de
equipamentos proprios e disponibilidade do gas.

D. Radiacoes

Alguns processos comerciais usam as radiacdes para a esterilizacdo a frio de certos materiais como produtos
farmacéuticos, por exemplo. Radia¢Ges ionizantes de alta energia que incluem raios gama produzidos a partir de
cobalto-60 ou césio-139 e de raios catddicos produzidos em geradores e aceleradores de eletrdes sdo as mais
utilizadas.

A irradiagio com luz ultravioleta ndo é uma forma muito satisfatéria de esterilizacdo dada a sua fraca capacidade de
penetracio nos materiais e produtos a esterilizar. E, contudo, de utilizagio frequente na diminuigio do nivel de
contaminacdo de espacos confinados, como salas estéreis ou pequenos ambientes, sendo particularmente tteis
também para a reducdo da infecciosidade viral devido as alteracdes induzidas no material genético das particulas
virais expostas.

E. Filtracdo estéril

0 principal método para a esterilizacdo de liquidos que contenham componentes termo sensiveis como vitaminas,
proteinas e antibiéticos, por exemplo, € a filtracdo. Tradicionalmente os microbiologistas esterilizavam estes produtos
recorrendo a filtros feitos a partir de terra de diatomaceas e fibras de asbesto, previamente esterilizados em
autoclave. Presentemente estes filtros foram substituidos por filtros de acetato de celulose ou policarbonatos nos
quais os tipos de poros desenvolvidos permitem filtracées com elevados graus de precisdo. Existem atualmente
disponiveis no mercado filtros de varios poros e capacidades filtrantes. Os mais frequentes e, por isso, mais acessiveis
sdo filtros de poros de 0,45 pm ou 0,2 pm de didmetro, que retém os microrganismos presentes nas solugdes.

Para esterilizar uma solucéo por filtracdo, ndo ha mais que passar essa solugdo através de um destes filtros pela
aplicacdo de uma pressao positiva no liquido a filtrar (filtros de seringa, por exemplo) ou na rarefacdo do ar no
contentor que recebe o filtrado. Em qualquer dos casos esta técnica requer a recolha do filtrado em condig¢ées de
assepsia para impedir a contaminacio do liquido esterilizado.

Salvo raras excegdes, a filtracdo estéril ndo retém as particulas virais. Ndo podendo ser considerado como método de
"esterilizagdo de virus". A filtragdo estéril ¢ mesmo uma técnica frequentemente usada em virologia para a purificagdo
de suspensoes virais por eliminacdo de bactérias potencialmente contaminantes.

F. Desinfetantes e antissépticos

Multiplos reagentes quimicos sdo diariamente utilizados para controlo da disseminacdo de microrganismos. Os
produtos usados na "limpeza" de utensilios diversos, frequentemente demasiado toxicos para ser usados diretamente
no Homem, sdo chamados de desinfetantes. Os produtos que aplicamos na pele, com o mesmo objetivo de eliminar
eventuais microrganismos, sdo antissépticos. Particularmente eficaz e muito util no laboratério, para eliminacdo de
virus e microrganismos é a solucdo de hipoclorito de sédio (lixivia) com que se tratam os materiais de laboratdrio
apos exposicdo a agentes infeciosos.
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

1. PIPETAGENS, SOLUCOES E DILUICOES

Introducgédo

0 rigor nas dilui¢Ges a efetuar com alguns materiais bioldgicos e reagentes, no contexto de varios dos trabalhos
experimentais que aqui se incluem, é critico e fundamental para o sucesso e para a fiabilidade dos resultados.

Porque se observa com frequéncia alguma inabilidade dos estudantes para a manipulacdo adequada das micropipetas
e para um raciocinio operacional tanto das diluicdes expressas como poténcias de 10 como na forma de preparar
solugdes tituladas, introduz-se este trabalho preliminar.

Material e reagentes

— Solucdo concentrada de azul-de-metileno
— Soro fisiolégico (salino)

— Micropipetas diversas

— Tubos de ensaio

— Espectrofotémetro

Procedimento (por grupo)

Diluigbes decimais

1. Marque microtubos (de 1 a 10)
2. A partir da solugdo concentrada de azul-de-metileno proceda, as seguintes diluicdes sequenciais:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Solvente (mL) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Corante (pL) 1500 | 150

Solucdo precedente (pL) 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150
Diluicdo (10x)

3. Completar o preenchimento da tabela acima com as dilui¢des em cada tubo.
Registe as intensidades de cor observaveis nos diferentes tubos

5. Determine a absorvéncia das solu¢coes a 600-660 nm (ler da mais diluida para a mais concentrada, usando a
mesma cuvete).

6. Elabore um grafico com os resultados obtidos

Diluigbes centesimais

7. Marque 8 microtubos (de 1 a 8)
8. A partir da solugdo concentrada de azul-de-metileno proceda, as seguintes diluicdes sequenciais:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8
Solvente (mL) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Corante (pL) 5000 50

Solucdo precedente (pL) 50 50 50 50 50 -
Diluicdo (10x)
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9. Completar o preenchimento da tabela acima com as dilui¢ées em cada tubo.

10. Registe as intensidades de cor observaveis nos diferentes tubos

11. Determine a absorvéncia das solucdes a 600-660 nm (ler da mais diluida para a mais concentrada, usando a
mesma cuvete).

12. Elabore um grafico com os resultados obtidos

Diluigbes de trés em trés

1. Marque 12 tubos de ensaio (de 1 a 12)
2. A partir da solugdo concentrada de azul-de-metileno proceda, as seguintes diluicdes sequenciais:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Solvente (mL) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Corante (mL) 5,0 2,5

Solucdo precedente (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Diluicdo (10x)

3. Completar o preenchimento da tabela acima com as dilui¢des em cada tubo.
Registe as intensidades de cor observaveis nos diferentes tubos

5. Determine a absorvéncia das solugdes preparadas a 600-660 nm (ler da mais diluida para a mais concentrada,
usando a mesma cuvete).

6. Elabore um grafico com os resultados obtidos.

TPC

Diluigbées milesimais

Estabeleca o protocolo para a realizagdo de um exercicio idéntico aos anteriores, mas com dilui¢des milesimais.

Diluigdo tnica

A partir da solucdo concentrada de azul-de-metileno como procederia para a preparagdo de 5 mL de cada uma das
seguintes dilui¢bes:

Diluicdo de 5x102
Diluicdo de 5x10-2

Preparacéo de solugbes

Pretendendo-se obter 100 mL de cada uma das solugées que se listam, indique as quantidades de produtos a misturar
para a sua preparacdo no laboratorio:

NaOHO0,1 N

SO4+H2 0,1 N

NaCl 0,1 M

NaCl 100 mM

Glicerol 10% (férmula C3Hg03)
Glucose 10% (formula CeH1206)
Etanol 70% (férmula C2H602)
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Registo de observacbes e Resultados

PIPETAGENS E DILUICOES
Operador: Data: Y A
Tubo Amostra DOsoonm. / mL Concentragdo Observacoes
calculada
1
2
o]
E 2
3 |3
s M
= |5
Aa
6
7
8
Tubo Amostra DOsoonm. / mL Concentragdo Observacoes
calculada
“ 1
T
£ |2
3
= 3
8
@ 4
o
5 5
= |6
7
8
Tubo Amostra DOsoonm. / mL Concentragdo Observacoes
calculada
1
= 2
g
ot 3
=
® 4
<
3 5
o
2 |6
=
7
8
9
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SOLUCOES

Operador:

Componentes

Data:

S —

Peso / volume

Diluicdo

5X102

Diluicdo

5X10-2

NaOH 0,1 N
(100 mL)

SO4+H2 0,1 N
(100 mL)

NaCl 0,1 M
(100 mL)

NaCl 100 mM
(100 mL)

Glicerol 10%
(100 mL)

Glucose 10%
(100 mL)

Etanol 70%
(100 mL)

Notas:
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3. VERIFICACAOQ E CALIBRACAOQ DE PIPETAS

Introducgédo

0 rigor nas dilui¢Ges a efetuar com alguns materiais bioldgicos e reagentes, no contexto de varios dos trabalhos
experimentais que aqui se incluem, é critico e fundamental para o sucesso e para a fiabilidade dos resultados.

A utilizacdo frequente das pipetas disponiveis no laboratério por estudantes sem experiéncia leva a utilizacdes
incorretas donde resulta que alguns dos volumes indicados nos visores nio coincidam com as quantidades medidas.
Neste contexto é importante conhecer a forma de calibrar as pipetas a usar.

Material e reagentes

— Agua destilada
— Micropipetas diversas
— Microtubos, copos de boémia

— Balanca de precisio
Procedimento (por grupo)

Ajuste de volume (5 uL)
Utilize uma pipeta de 20 pL

Ajuste o indicador de volume aos 5 pL

Pipete, na balanga, para tubo calibrado 5 pL

Observe o peso indicado

Se superior aos 5 mg, reduza o volume indicado na pipeta e repita 3. e 4.
Se inferior aos 5 mg, aumente o volume indicado na pipeta e repita 3. e 4.

N ok w DN

Quando a quantidade de agua destilada pesada for de 5 mg, anote a indicacdo de volume que, na pipeta,
corresponde aos 5 pL.

Ajuste de volume (50 uL)

1. Utilize uma pipeta de 200 pL
2. Repita os passos do procedimento anterior (de 1. a 7.) para a massa de 50 mg (correspondente a 50 pL)

Ajuste de volume (500 uL)

1. Utilize uma pipeta de 1000 pL
2. Repita os passos do procedimento inicial (de 1. a 7.) para a massa de 500 mg (correspondente a 500 pL)

Calibragdo de pipeta (200 uL)

1. Mega, na balanga, um volume de 10 pL para copo tarado. Anote o peso

2. Repita mais duas vezes esta determinacdo

3. Repita os pontos 1 e 2 para os volumes de 20 pL; 50 pL; 100 pL; 150 pL e 200 pL

4. Faga médias de cada conjunto de trés pesagens homoélogas

5. Desenhe o grafico de calibragio da pipeta, fazendo corresponder os volumes indicados no visor com os pesos
avaliados.

NB

Os procedimentos para outros volumes ou outras pipetas sdo idénticos.
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REGISTO DE OBSERVACOES E RESULTADOS

CALIBRAGAO DE PIPETAS

Operador: Data: __/_ [/
Volume Peso 1 Peso 2 Peso 3 Média Observacoes
= 1L
[}
[g\}
3]
3 2 }J.L
=)
_§ 5uL
3
g 10 pL
=
3 15 uL
20 pL
Volume Peso 1 Peso 2 Peso 3 Média Observacoes
2
2 10 pL
(=)
[\l
S 20 pL
Q
=
= 50 pL
<
g 100 pL
g =
=
3 150 uL
200 pL
Volume Peso 1 Peso 2 Peso 3 Média Observacoes
—
=
Py 50 pL
[}
3
o 100 pL
D
=)
= 200 pL
s
2| 500 pL
E
= 750 pL
o
1000 pL
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4. CULTURA DE BACTERIA RECOMBINANTE (E.coLl)

Material e Reagentes

— Bactéria recombinante

— LB 10X:
— Bacto-triptona 100g
— Extrato de levedura 50g
— NaCl 100 g
— H20 destilada até 1000 mL
pH 7,5.

— Autoclavar. Conservar estéril a 4°C.
— Diluir extemporanea e esterilmente a 1:10 com agua estéril.
— Ampicilina 1000X
50 mg/mL em agua.
— Esterilizar por filtracdo, conservar a -20°C

Protocolo Experimental

1. Preparar 50 mL de meio LB 1X contendo ampicilina (50 pg/mL).
Inocular com bactéria contendo o plasmideo a preparar.

Incubar 37°C durante uma noite sob agitacao.

B W

Registar o crescimento da bactéria
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5. PREPARACAQ DE DNA PLASMIDICO - LISE ALCALINA

Material e Reagentes

— Bactéria recombinante

— LB 1X com ampicilina.

— Lisozima (pd)

— Isopropanol

— 5MNaCl

— Etanol puro e 70 %

— TEpHS,0
10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA)

— Pronase 20 mg/mL em agua
Auto-digerida durante 2 horas a 37°C.
Conservar a -202C

— Pronase Mix:

Pronase 50 pL
10% SDS 86l
H20 860 pl
— RNAse A 10 mg/mL em:
10 mM Tris-HCl pH 7,5
15 mM NaCl
Incubada por 15 minutos a 100°C e
arrefecimento lento. Conservar a -202C

Protocolo Experimental

1.

O 0Nk WD

[ e e =
N U A WN RO

Usar 20 mL de cultura saturada de bactéria 19.
recombinante. 20
Centrifugar 4.000 X G durante 15 minutos a 4°C. 21
Lavar o sedimento de bactérias com 5 mL de LB. 22
Decantar e escorrer o sobrenadante. 23
Ressuspender o sedimento com 2 mL de Solugdo I. | o4
Adicionar 10 mg de lisozima. Misturar. 25
Repousar 10 minutos a temperatura ambiente. 26
Adicionar 4 mL de Solugdo II.
Misturar por inversao. 27.

. Repousar 10 minutos no gelo. 28.

. Adicionar 3 mL de Solucédo III.

. Misturar. Repousar 10 minutos no gelo. 29.

. Centrifugar 7.000 X G durante 30 minutos a 4°C. 30.
Filtrar o sobrenadante por gaze hidrofila.

. Adicionar 0,6 volumes de isopropanol. z;

Repousar 10 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar 7.000 X G durante 30 minutos.
Decantar.

—  RNAse mix:
RNAse A 40 pl
TE pH 8,0 10 mL
— Solucgdo I:
25 mM Tris-HCl pH 8,0
50 mM Glucose
10 mM EDTA
— Solugdo II:
0,2 N NaOH
1 9% SDS
—  Solucdo III:
5 M KOAc 60 mL
Ac.acético glacial 11,5 mL
H20 destilada 28,5 mL
pH 4,8
— Fenol:cloroférmio:
Fenol destilado 50 mL
Cloroférmio 50 mL
Alcool isoamilico 1 mL
8-hidroxiquinoleina 01lg
TE pH 8,0 15 mL

(usar apenas a fase organica, de cor amarela,
ndo agitar)

Lavar o precipitado com etanol a 70%.

. Lavar o precipitado com etanol a 96%.
. Secar o precipitado.

. Dissolver com 500 pL de RNAse-mix.

. Incubar a 37°C durante 60 minutos.

. Adicionar 100 pL de Pronase-mix.

. Incubar a 37°C durante 30 minutos.

. Extrair 2 vezes com fenol:cloroféormio (igual

volume).
Tomar a fase aquosa, sem interfase.

Adicionar 0,04 vol. de 5 M NaCl (24 pL) e 2 vol. de
etanol puro (1,2 mL).

Precipitar durante uma noite a -20°C.

Recuperar DNA plasmidico por centrifugacdo
(7.000 X G durante 30 minutos).

Dissolver com 50 pL de TE pH 8,0.

Avaliar a concentragio de uma aliquota por leitura
da DO a 260 nm

(50 pg/mL =1 UDO)
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6. PREPARACAQ DE DNA PLASMIDICO - MINIPREP

Material e Reagentes

(mesmos da técnica da Lise Alcalina)

Protocolo Experimental

O 0Nk WD

N NNNNNRRRRRRR B 1B 1
G A WNPES©®NoO U s wN P o

Inocular 5 mL de LB com cada colénia a analisar.

Incubar a 372C durante uma noite com agitacdo.

Pipetar 2 x 1,5 mL de suspensdo para dois microtubos, da mesma cultura

Centrifugar 1 minuto na microcentrifuga. (sobrenadante transparente)

Decantar e escorrer completamente o sobrenadante.

Ressuspender o sedimento do primeiro tubo com 100 pL de Solugdo I, homogeneizando com a micropipeta
Transferir a suspensio para o segundo tubo e ressuspender o sedimento, homogeneizando com a micropipeta
Adicionar 200 pL de Solucgao II

Misturar por inversao.

Adicionar 150 pL de Solugao III

Misturar por inversao

Agitar fortemente a mao para partir DNA cromossomal.

Centrifugar 5 minutos na microcentrifuga.

Pipetar 400 pL de sobrenadante limpido (sem interface nem precipitado sobrenadante).

Adicionar 250 pL de isopropanol.

Repousar 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar 20 minutos na microcentrifuga.

Decantar.

Lavar o precipitado com etanol puro.

. Centrifugar 5 minutos na microcentrifuga, se o sedimento tiver sido descolado do tubo ou nio for visivel.
. Decantar, escorrer e secar.

. Dissolver com 50 pL de RNAse-mix ou TE

. Incubar a 37°C durante 30 minutos.

Usar 10 pL para digestdo com enzima de restrigio
Conservar remanescente congelado a -202C em tubo devidamente marcado
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7. DIGESTAQ COM ENZIMAS DE RESTRICAQ

Material e Reagentes

— Solucdo de DNA a analisar
— Enzimas de restricio:

Bam HI (10 U / uL)
EcoRI (20U / pL)
Sal1(20U / uL)

— Fenol:cloroférmio
— Tampéo de enzima 10X (do fabricante)

Exemplo de tampao:

- 1MKOAc

— 250 mM Tris/Acetato, pH 7,6
— 100 mM MgOAc

— 5 mM B-Mercaptoetanol

— 100 pg/mL BSA

Protocolo Experimental

1.

SR

Em microtubo, adicionar sequencialmente:

a.
b.
C.
d.

H20 estéril 20,5 pL  (ad. 25 pL final)?
Solucdo de DNA 1uL (1 pug)
T. enzima 10X 2,5puL (1 Xfinal)

Solucdo de enzima 1uL (10 Unidades)

Misturar no vortex.

Centrifugar brevemente para levar tudo para o fundo do tubo.

Incubar a 37°C durante 1 hora.

Desproteinizar pelo fenol:cloroférmio:

a.
b.

C.

d.

Adicionar 25 pL de fenol:cloroférmio.
Misturar bem.

Centrifugar 1 minuto na microcentrifuga.
Pipetar fase aquosa para novo tubo.

Tomar 10 pL para analise em gel.

! A quantidade de 4gua a adicionar dependera do volume de solugdo de DNA e serd a necesséria para completar os 25 uL
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8. ANALISE DE DNAS EM GEL DE AGAROSE

Material e Reagentes

— Solucdo de DNA a analisar
— DNA marcador: lambda X Bst EII
— TBE 10X

890 mM Tris

890 mM Acido bérico
20 mM EDTA

pH 8,0

— Agarose média ou baixa EEO (Sigma Tipo Il ou V)
— Brometo de etidio 10 mg/mL
— Dye-DNAs (Indicador de Migragdo):

25 % Ficoll 400
0,25 % Orange G

Protocolo Experimental

1. Preparacio do gel

a.
b.

@ ™o Ao

—-

O 0Nk WD

Preparar o molde para o gel (com o pente inserido)

Pesar a agarose necessaria para baldo apropriado ao volume final (marcar no baldo o volume final
pretendido)

Fundir a agarose (0,7%) em cerca de 90 % volume final, com 4gua destilada
Arrefecer a cerca de 50°C.

Adicionar 5 % de TBE 10X (0,5 X final).

Adicionar 0,005 % Brometo de etidio (0,5 pg/mL final)

Completar o volume final com agua destilada

Misturar e verter no molde

Deixar solidificar

Colocar o gel no aparelho, “apenas” submerso em TBE 0,5X.

Aplicar as amostras de DNA contendo 10 a 20% de Dye-DNAs.
Aplicar uma amostra de DNA marcador (0,5 a 1 pg)

Proceder a separacio eletroforética (75 V), até conveniente migragao.
Visualizar no transiluminador sob luz UV (300 a 320 nm).

Observar o gel

Registar as bandas (desenhar)

Fotografar o gel com filtro vermelho de gelatina.
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9. PREPARACAO DE BACTERIAS COMPETENTES

Material e Reagentes

— E.ColiXL1B

— LB10X
— Tetraciclina 1000X:
12,5 mg/mL em 50 % etanol. Conservar a -20°C.
— 100 mM CaClz (filtragdo estéril)
— Glicerol 50 % (v/v) (filtragdo estéril)

Protocolo Experimental

1. Inocular 10 mL de LB 1X (Tetraciclina opcional) com coldnia de E.coli XL1B (ou equivalente).

2. Incubar a 37°C sob forte agita¢do, durante uma noite.

3. Usar 2 mL da cultura saturada para inocular 10 mL de LB pré-aquecido a 37°C.

4. Incubar a 37°C sob forte agitacdo até 0,2 UDO a 600 nm (cerca de 2 X 107 bactérias/mL) - 2 a 4 horas.2

5. Arrefecer os 10 mL da cultura durante 20 minutos, em banho de gelo.
6. Centrifugar 3.000 X G durante 15 minutos a 4°C.

7. Decantar.

8. Ressuspender o sedimento de bactérias em 5 mL de 100 mM CaClo.
9. Repousar 20 minutos no gelo.

10. Centrifugar 3.000 X G durante 10 minutos a 4°C.

11. Decantar.

12. Ressuspender o sedimento de bactérias com 2 mL de 100 mM CaCl..
13. Adicionar 20% de glicerol a 50% (10% final)

14. Repartir aliquotas de 500 pL por microtubos

15. Repousar durante 1 hora a 42C

16. Conservar congelado a -80°C

17. Testar a eficacia de transformagio com 50 pL de bactérias competentes3

2 Dadas as limitagdes de tempo, dever-se-4 utilizar a suspensdo bacteriana fornecida e iniciar o processo a partir do ponto 5)
do protocolo.

3 As bactérias competentes poderdo ser usadas, sem congelagdo, imediatamente antes da adi¢do do glicerol.
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10. TRANSFORMACAQ

Material e Reagentes

— Bactérias competentes
— Solucdo de DNAs plasmidico (pDNA)

— LB10X

— Ampicilina 1000 X

— Placas de Agar/LB/Amp:
Bacto-Agar 75g
LB 10X 50 mL
H20 até 500 mL

Autoclavar, Deixar arrefecer a 502C. Adicionar 500 pL de Ampicilina 1000X. Repartir de imediato

pelas placas de petri.

Protocolo Experimental

O 0Nk WD

e e e e
»w N = o

Pipetar para um microtubo 5 pL de solugido de pDNA.

Pipetar para outro microtubo 5 pL de solucdo de pDNA diluida a 1:100.
Adicionar 50 pL de bactérias competentes a cada tubo.

Homogeneizar no vortex.

Repousar 10 minutos no gelo.

Incubar a 37°C durante 5 minutos.

Adicionar 1 mL de meio LB pré-aquecido (sem antibidtico).

Incubar a 37°C durante 1 hora.

Centrifugar 1 minuto na microcentrifuga (sobrenadante limpido).
Decantar.

Ressuspender as bactérias em 200 pL de meio LB.

Espalhar uniformemente sobre placa de petri com Agar/LB/Amp até secar.

Incubar a 37°C em estufa durante uma noite.
Observar crescimento.
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11. SELECAQ DE RECOMBINANTES

Depois de efetuado uma transformagio, varios tipos de bactérias podem surgir na placa de petri. Sendo apenas
interessantes as bactérias transformadas com o DNA pretendido, é necessario eliminar eventuais contaminantes nio
relacionados, bactérias ndo transformadas ou transformadas com outros DNAs

Material e Reagentes

— Placas de petri com colénias transformadas isoladas
— Tubos de ensaio com 5 mL de LB/Amp
— Palitos esterilizados

Protocolo Experimental

1. Identificar uma duzia de coldnias na placa com as bactérias transformadas
Marcar os tubos de ensaio para identificacdo das bactérias a analisar
Picar cada col6nia individualmente com um palito (Ndo remover a totalidade da colénia)

Mergulhar o palito no respetivo tubo de ensaio

SR

Incubar a 37°C em estufa durante uma noite, sob agitacao.

Observar a turvagdo da suspensio bacteriana.
Tomar de cada cultura 1,5 mL para tubo eppendorf
Extrair o DNA plasmidico pela técnica da MINIPREP

Analisar pelo processo adequado

© © N
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12. ANALISE DE PROTEINA RECOMBINANTE - INDUGAO DA EXPRESSAQ

A partir de colénia de bactéria transformada, que exprima uma proteina recombinante, extrair e analisar em gel de
eletroforese os perfis proteicos da bactéria induzida e nio induzida.

0 subclone pCS938.15 é um sistema de expressdo em E.coli que contem a sequéncia do gene B646L inserida a jusante
do promotor Lac Z e alinhada com o codéo de iniciacdo ATG. Este sistema induzido com um analogo da lactose, o IPTG,
sintetiza uma proteina com peso molecular correspondente a p73 fundida com a enzima Galactosidase (170 KDa).

Material e Reagentes
—  Bactéria recombinante (pCS938.15)

— LB/Amp
— IPTG 100 mM

Protocolo experimental

Ressuscitar cultura de bactéria recombinante em meio de cultura LB/Amp/Agar (s6lido)
Expandir uma colénia em 10 mL de meio LB/Amp (liquido)

Incubar 372C, sob agitacdo, durante uma noite

Adicionar 4 mL de LB/AMP pré-aquecido a 2 erlenmeyers esterilizados

Inocular 1 mL de cultura bacteriana a cada erlenmeyer

Adicionar a um dos tubos (INDUZIDO) 50 pL de IPTG 100 mM

Incubar as duas culturas a 372C durante 30 minutos, sob agita¢do

© Nk wDh e

Tomar, de cada cultura, para 2 microtubos, 1 mL de suspensio (4 tubos)

a. Centrifugar 2 minutos

b. Decantar e rejeitar sobrenadantes

c. Congelar -202C um tubo de bactéria induzida e outro de bactéria ndo induzida
9. Ressuspender os sedimentos dos outros tubos com 1,5 mL de salino
a. Avaliar e registar a DO a 550 nm
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13. ANALISE DE PROTEINA RECOMBINANTE - PAGE

Material e Reagentes

— Extratos de bactéria recombinante (pCS938.15) com expressio induzida e ndo induzida

— Acrilamida a 50% (esterilizada por filtragio)

— Bisacrilamidaa 1,25%
— Tris 1,5M pH 8.8

— Tris 1,5M pH 6.8

— SDS 10%

— TEMED 10%

— Persulfato de amoénio 10% (extemporaneo)

— Tampéio Laemmli 10X:
Tris 250 mM
Glicina 1,92 M
SDS 1%
pH 8.3

— TampZo de eléctrodos:
T. Laemmli 1X

Protocolo Experimental

Preparacéo do gel

1. Montar o molde para o gel

2. Preparar gel de separagdo - 10% acrilamida (em erlenmeyer):

a. Acrilamida 50%

b. Bisacrilamida 1,25%
c. Tris1,5M pH 8.8

d. SDS10%

e. H20

f.

TEMED 10%
g. Persulfato de amoénio a 10%

Deixar polimerizar (20 a 30 min)

o Uk W

a. Acrilamida 50%

b. Bisacrilamida 1,25%
c. Tris1,5M pH 6.8

d. SDS10%

e. H20

f.

TEMED 10%
g. Persulfato de amoénio a 10%

Preparar gel de “stacking” (em erlenmeyer):

12 mL4

9 mL
15 mL
600 pL

22,8 mL

300 pL
300 pL

Homogeneizar sem introduzir muito ar. Verter no molde.

750 pL
800 pL
625 puL
75 uL
5,1 mL
75 uL
75 uL

7. Remover a agua sobrenadante do gel de separacdo

8. Colocar o pente. Verter o gel de stacking no molde

9. Deixar polimerizar (10 a 20 minutos)

Tampdo de amostra (2X):
Tris 125 mM pH 6.8

SDS 4%

Glicerol 20%

BME 10%

Azul de bromofenol 0,2%
Solucdo de coloragio:
Azul de Coomassie 0,2%
Metanol 50%

Acido acético glacial 10%
Solucdo de diferenciagio
Metanol 10%

Acido acético glacial 10%

Adicionar pequeno volume de agua na superficie do gel (sem misturar)

4 Se as solugdes disponiveis de acrilamida e bisacrilamida ndo tiverem as concentragdes que se indicam, as quantidades a usar

deverdo ser calculadas por forma a que seja usada a mesma quantidade relativa da substancia. A compensacdo do volume

final dever-se-a fazer na quantidade de 4gua a usar.
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Electroforese

O 0N WD

Montar o gel na tina de eletroforese

Encher as camaras dos elétrodos com o tampao de eletroforese

Preparar as amostras de proteinas:

Medir, para microtubo, 50 pL de solucio de proteina

Adicionar 50 pL de tampao de amostra

Homogeneizar

Incubar em banho de agua fervente durante 10 minutos

Aplicar 50 pL de amostra por pogo do gel, registando a localizacdo de cada amostra

Ligar a corrente elétrica (70 volts) até ao indicador de migragio se posicionar no fim do gel (5 horas)

10. Desmontar o sistema recuperando o gel

Coloragéo das proteinas

N ok w e

Mergulhar o gel em abundante solucéo de coloracgio

Corar durante 30 minutos com agitagio

Passar o gel para solucio de diferenciagio.

Mergulhar em abundante solugdo de diferenciagdo

Diferenciar com agitacdo até contraste conveniente (mudar solucdo quando necessario)
Observar em transiluminador do visivel

Registar os resultados (desenhar as bandas). Fotografar
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14. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAQ MOLECULAR

Material e Reagentes

— Amostra de proteina a testar (1 mg/mL)
— Coluna de cromatografia de 30 cm X 1 cm
— Agar lavado

— Soro fisiolégico (SF)

— Microtubos eppendorf

— Azida de sédio 10 %

Procedimento experimental

1. Preparar a coluna:
a. Homogeneizar a suspensdo de agar lavado com SF
b. Com pipeta invertida encher a coluna (~20 cm), sem deixar secar a superficie
Lavar a coluna com trés volumes de SF
Deixar escoar a quase totalidade do SF sobrenadante (ndo deixar secar)
Aplicar 2 mL de amostra de proteina
Deixar escoar a quase totalidade da amostra (ndo deixar secar)
Carregar a coluna com SF permanente
Armazenar, se necessario, sob SF contendo azida de sédio a 0,02%

Recolher amostras de 1,5 mL (20 tubos). Marcar microtubos

© ® N YA W

Revelar a presenca da proteina nas fragdes recolhidas pela técnica de “Dot-Blot”
10. Ler a DO de todas as amostras recolhidas a 280 nm. Registar
11. Avaliar a concentragdo proteica de cada amostra

12. Estabelecer em grafico a curva da elui¢do da proteina

Biotecnologia / Engenharia Genética 2019/20
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Registo de observacbes e Resultados

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR
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15. DOT BLOT (PROTEINAS)

Material e Reagentes

— Amostra de proteina a testar
o Lisozima 10 mg/ml
— Papel de filtro 3MM
— Solucdo corante de proteinas
o  Azul de Coomassie 0,2%
o  Metanol 50%
o Acido acético glacial 10%
— Solucédo diferenciadora
o  Metanol 50%
o Acido acético 10%

Procedimento experimental

1. Preparar dilui¢des da amostra

1 2 3 4 5 6
Solugdo de proteina 30 pl
Diluigdo anteriro - 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul
SF - 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

Concentragdo proteica (mg/ml)

RESULTADO (+/-)

Cortar fragmento de papel 3MM 2 X 5 cm

Aplicar 2 pl de cada diluicdo de amostra, em sequéncia

Deixar secar ao ar

o vtk W

Preparar corante e diferenciador

a. 10 ml de corante em placa de petri

b. 2 X 10 ml de diferenciador em 2 placas de petri
7. Colocar o papel na solugdo corante
8. Corar durante 5 minutos com agitacdo intermitente
9. Descorar durante 2 X 5 minutos com agitacio intermitente
10. Analisar e registar os resultados

Observacoes

Marcar posi¢cdes da amostra com lapis de carvio (distancias de 0,5 cm)
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ANEXOS

Enzimas de Restricdo

Caracteristicas das enzimas de restricdo disponiveis para a realizacdo dos trabalhos laboratoriais.

BamH |

5..GM"GATCC .. 3’
3.. CCTAG"G ..5’

Eco RI

5..GMATTC .. 3
3..CTTAA"G ..5

Sal |

5..G"TCGAC ..3’
3.. CAGCT"G ..5’

Origem: Bacillus amyloliquefaciens H

Reacdo Enzimatica:
— 150 mM Nac(l
— 10 mM Tris-HCl
— 10 mM MgCl2
— 1 mM dithiothreitol
— 100 pg/mL BSA.
— pH79
— Incubacdo a 37°C.

Inativacdo pelo calor: Ndo

Origem: E. coli RY 13

Reacdo Enzimatica:
— 50 mM NaCl
— 100 mM Tris-HCI
— 10 mM MgCl2
— 0.025% Triton X-100
— pH75
— Incubagdo a 37°C

Inativacdo pelo calor: 65°C X 20 minutos

Origem: Streptomyces albus G

Reacdo Enzimatica:
— 150 mM NaCl
— 10 mM Tris-HCl
— 10 mM MgCl2
— 1 mM dithiothreitol
— 100 pg/mL BSA
— pH79
— Incubacdo a 37°C.

Inativacdo pelo calor: 65°C X 20 minutos
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