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RESUMO

Este trabalho versa sobre o processo de intercalacdo de dois tipos de corantes em
DNA, o Azul brilhante FCF, um corante alimenticio e o Azul de Coomassie G-250, que
¢ habitualmente usado em ensaios bioquimicos. Dados obtidos através de ensaios de
espectrofotometria de absor¢do na regido do UV/Vis e de infravermelho com relagdo ao
complexo formado entre 0 DNA/Azul Brilhante mostram uma efetiva interagdo entre o
Azul Brilhante FCF e o DNA, refor¢cando a possibilidade do corante estar intercalando
entre as bases do DNA, ocupando principalmente o sitio da guanina. Nao foram
observadas alteragdes tdo relevantes nas absor¢des com relacdo ao complexo formado
entre 0 DNA/ Azul de Coomassie. Podemos concluir que o Azul de Coomassie pode
estar se ligando através de interagdo eletrostatica na superficie do DNA, ou seja, se

ligando aos grupos fosfatos.
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ABSTRACT

This work turns on the process of intercalation of two types of dyes in DNA, the
Brilliant Blue FCF, an food dye and the Coomassie Blue G-250, that is habitually used
in biochemists assays. Data gotten through assays of the spectroscopy of absorption in
the region of the UV/Vis and of infrared with regard to the complex formed between
DNA/ Brilliant Blue show an effective interaction between Brilliant Blue FCF and the
DNA, strengthening the possibility of the dye to be intercalating enter the bases of the
DNA, occupying mainly the site of guanine. So excellent alterations in the absorptions
with regard to the formed complex had not been observed enter the DNA/Coomassie
Blue. We can conclude that the Coomassie Blue G-250 can be binding through
electrostatic interaction in the surface of the DNA, that is, binding to the phosphate

groups.

vil



Dissertagao de Mestrado Introdugao

INTRODUCAO



Dissertagao de Mestrado Introdugao

1- Introducao

Cada ser vivo que habita a Terra possui uma codificacdo diferente de instrugdes em
seu DNA “escritas” na mesma linguagem. Estas diferencas geram as diferengas
orgdnicas entre os organismos vivos. A informagdo genética, armazenada nos
cromossomos e transmitida as células filhas através da replicacdo do DNA, ¢ expressa
através da transcricdo em RNAm (RNA mensageiro) e a tradugdo subseqliente em
cadeias polipeptidicas. Resumidamente, o coédigo do DNA ¢ transcrito para o RNA
mensageiro, que, entdo, deixa o nucleo para ser traduzido em proteinas. Varios fatores
afetam diretamente a expressao e/ou a estrutura do DNA, sendo que um dos agentes que
podem interagir com o polimero € o corante.

Estudos sobre a intercalagao de corantes em DNA foram realizados mostrando que
essas substancias intercalam entre seus pares de bases. Dados sobre a intercalacdo dos
corantes Eritrosina, Tartrazina, Vermelho — 40 e Amaranto em DNA, ja foram obtidos
no laboratério Biosseguranga ¢ Bionorganica da Profa. Sandra Terezinha de Farias
Furtado, Instituto de Quimica/UFU. Estes resultados comprovaram a intercalagao dos
corantes citados e foram objetos de duas teses de mestrado (BARBOSA, 2002 e

GIACOMELLLI, 2003).
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1.1- Objetivos

1.1.1 - Objetivo Geral

Verificar os efeitos dos corantes: Azul Brilhante-FCF e Azul de Coomassie
G-250 no DNA e as possiveis mudangas estruturais no polinucleotideo, através de

métodos espectroscopicos.

1.1.2 — Objetivos Especificos

Estudar os efeitos dos corantes Azul brilhante FCF e Azul de Coomassie G-250 no
DNA. Estes estudos abrangem o coeficiente de extingdo molar dos corantes e o
coeficiente de extingdo molar do DNA; o efeito da variagdo do pH do meio dos
corantes; variacdo da concentracdo do DNA na intercalagdo com os corantes, testes
realizados na regido do UV/Visivel e precipitacio do DNA com isopropanol e a

posterior analise espectrofotométrica na regido do infravermelho.
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1.2- ( DNA ) acido desoxirribonucléico

Os nucleotideos possuem uma variedade de papéis no metabolismo celular. Eles
sd0 a moeda energética nas transicdes metabolicas, os elos quimicos essenciais na
resposta das células aos hormonios e outros estimulos extra celulares, e os componentes
estruturais de uma colecao de co-fatores enzimaticos intermediarios metabolicos. Eles
sdo os constituintes dos acidos nucléicos: 4cido desoxirribonucléico — DNA e 4cido
ribonucléico — RNA. O DNA ¢ a molécula repositdria da informacdo genética e da
estrutura de cada proteina. Cada biomolécula de componente celular ¢ um produto da
informagdo programada na seqiiéncia nucleotidica dos 4cidos nucléicos da célula. A
seqliéncia de aminoacidos de cada proteina em uma célula e a seqiiéncia de cada
molécula de RNA ¢ especificada pela seqiiéncia do DNA da célula. Um segmento de
DNA que contém informacdes necessdrias para sintese de um produto biologico
funcional, seja proteina ou RNA, ¢ referido como um gene. A habilidade de armazenar e
transmitir informagdo genética de uma geragdo para a proxima ¢ uma condigdo

fundamental para a vida (STRYER, 1996; LEHNINGER, 2002).
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1.3 - Estrutura do DNA

O DNA ¢ um polimero de unidades desoxirribonucleotideas; um nucleotideo
consiste numa base nitrogenada ligada a uma ose € a um ou mais grupamentos fosfatos.
A ose em um desoxirribonucleotideo é a desoxirribose. O prefixo desoxi indica que
nesta ose falta um atomo de oxigénio que estd presente na ribose, 0 composto original.
A base nitrogenada ¢ um derivado de purina ou pirimidina. (STRYER, 1996).

A figura 1.1 ilustra as bases constituintes dos &acidos nucléicos; as bases
encontradas no DNA sdo as purinas; ( Adenina (a) e Guanina (b) ) e as pirimidinas
( Timina (c) e Citosina (d) ); no RNA a base Timina do DNA ¢ substituida pela Uracila
(e). Em resumo para o DNA as bases sdo: adenina, guanina, citosina e timina e para o
RNA as bases sdo: adenina, guanina, citosina e uracila. A unidade monomérica que
representa o nucleotideo (f) ¢ formada pela pentose que se liga a uma das bases e, por
ultimo, ao grupo fosfato.

A base de um nucleotideo une-se covalentemente pelo N-1 das pirimidinas e
pelo N-9 das purinas por meio de uma ligacdo N—f-glicosidica, ao carbono-1’ da
pentose; o fosfato estd esterificado ao carbono-5’(STRYER, 1996). Os nucleotideos
sucessivos do DNA sao ligados covalentemente por meio de “pontes” de grupos fosfato,
em que o grupo 5’-hidroxila de uma unidade nucleotidica une-se ao grupo 3’-hidroxila
do nucleotideo seguinte por ma ligacdo fosfodiéster (figura 1.2). Todas as ligagdes
fosfodiéster possuem a mesma orientacdo ao longo da cadeia, conferindo a cada fita
linear do acido nucléico uma polaridade especifica e distinta nas extremidades 5’ ¢ 3’

( LEHNINGER et al., 2002).
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(DEVLIN, 1997)
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1.4 - Dupla Hélice do DNA

A elucidagdo da dupla hélice do DNA estabelecida por Watson e Crick foi
baseada em importantes informagdes obtidas por outros pesquisadores relatados a
seguir. Nos ultimos anos da década de 1940, Erwin Chargaff concluiu que as bases
adenina e timina (A=T) e guanina e citosina (G= C) estdio presentes em quantidades
equimolares e a partir dessas relacdes segue-se que a soma dos residuos das purinas
iguala-se a soma dos residuos de pirimidina. A difracdo de raios-X em fibras de DNA
foi método usado por Rosalind Franklin ¢ Maurice Wilkins; eles descobriram um padrao
de difracdo de raios-X caracteristico. A partir desse padrao deduziram que os polimeros
de DNA sao helicoidais com duas periodicidades ao longo do seu eixo maior, uma de
3,4 A e outra de 34 A. O problema entdio era formular um modelo tridimensional da
molécula do DNA que poderia considerar ndo apenas os dados da difracdo de raios X,
mas também as equivaléncias de bases especificas (LEHNINGER, 2002). A estrutura
do sal de acido desoxirribonucléico, (figura 1.3) foi proposta por Watson e Crick ¢
descrita em artigo na revista Nature em 1953.

“Fizemos as suposi¢des quimicas usuais, ou seja, que cada cadeia consiste de
grupos fosfato diester que ligam residuos de B-D-desoxirribofuranose com ligacbes 3,
5'. As duas cadeias (mas ndo suas bases) estdo ligadas por um par (diade) perpendicular
ao eixo da fibra. Ambas as cadeias seguem hélices que giram no sentido dextrdgiro,
mas, por causa do par, as seqiiéncias dos atomos nas duas cadeias vdo em direcdes
opostas, isto é, as bases estdo do lado de dentro da hélice e os fosfatos na parte
externa. o agUcar sendo aproximadamente perpendicular a base ligada. H4 um residuo
em cada cadeia a cada 3,4 A na direcdo z. Fizemos a suposi¢cdo de um angulo de 36°
entre residuos adjacentes na mesma cadeia, de modo que a estrutura se repete depois
de 10 residuos em cada cadeia, isto é, ap6s 34 A. A distancia de um atomo de fésforo do
eixo do filamento é de 10 A. Como os fosfatos estdo na parte externa, cations tém

acesso facil a eles. A estrutura é aberta, e seu teor de adgua é bastante alto.
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A caracteristica nova da estrutura é a maneira pela qual as duas cadeias sdo mantidas
juntas pelas bases purina e pirimidina. Os planos das bases sdo perpendiculares ao eixo
do filamento. Elas estdo unidas aos pares, sendo que uma Unica base de uma cadeia
esté conectada, por ligacdo de hidrogénio, a uma Unica base da outra cadeia, de modo
que as duas jazem lado a lado com coordenadas z idénticas. Um dos pares deve ser uma
purina e o outro uma pirimidina para que a ligacdo possa ocorrer. As ligacdes de
hidrogénio sdo feitas como se segue: purina posicdo 1 para pirimidina posi¢céo 1; purina
posicdo 6 para pirimidina posi¢cao 6. Foi observado experimentalmente (Chargaff, Wyatt,
1952) que a razéo entre as quantidades de adenina e timina, e a razdo entre guanina e
citosina sdo sempre muito préximas da unidade para o acido desoxirribonucléico. E
provavelmente impossivel construir essa estrutura com um acgucar ribose no lugar da
desoxirribose, porque o atomo extra de oxigénio levaria a um contato de Van der Waals
muito préximo. Os dados de raios-X sobre o acido desoxirribonucléico previamente
publicado (Atsbury, 1947; Wilkins e Randall, 1953) sdo insuficientes para um teste
rigoroso de nossa estrutura. Até onde podemos afirmar, ela é aproximadamente
compativel com os dados experimentais, mas isso deve ser considerado como nao
comprovado até que tenha sido verificado com dados mais precisos. Ndo escapou a
nossa observagcdo que o pareamento especifico que postulamos sugere imediatamente

um possivel mecanismo de cOpia para o material genético” (WATSON e CRICK, 1953).

O DNA nativo consiste em duas cadeias antiparalelas num arranjo de duplas
hélices enroladas no sentido da mao direita, representado na figura 1.4. O pareamento
das bases complementares de cada fita se da de maneira padronizada (A=T e
G—=—0C), sendo que adenina forma duas ligagdes de hidrogénio com a timina e a
citosina forma trés ligagdes com a guanina (VOET e VOET, 1990). A superficie do
DNA ¢ composta por duas regides distintas que se diferenciam pela geometria,
denominadas sulco maior e sulco menor, uma cavidade menor € a outra maior

(SCHABERLE, 2002).
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1.5 - Estruturas dinamicas do DNA

O DNA ¢ uma molécula estruturalmente dindmica que pode existir em uma
variedade de formas helicoloidais: A-DNA, B-DNA e Z-DNA. A forma B-DNA ¢ a
fisiol6gica mais encontrada, onde as interagdes com as bases nitrogenadas promovem a
formagdo da dupla hélice com rotagdo para a direita ¢ das fendas menor e maior; seu
comprimento é de 34 A e o didmetro de aproximadamente 20 A, com espagamento entre
os pares de base de 3,4 A, e 92% de grau de hidratagdo. A forma A-DNA ¢ a isoforma
do DNA que estd presente em meio com baixa concentracdo de agua, apresentando
diametro de aproximadamente 26 A e espagamento entre os pares de base de 2,7 A e
apresenta um grau de hidratacdo equivalente a 75%; nesta forma os pares de bases ndo
sao perpendiculares ao eixo da hélice, mas inclinados de 20°, o passo ficando reduzido
para 28 A com 11 pares por volta. A forma Z-DNA possui a rotagdo da hélice para a
esquerda, sendo bem diferente das outras duas isoformas (KRUGH, 1994;

BARICATTI, 1995; STRYER, 1996).

11



Dissertagao de Mestrado Introducgao

. w‘“‘_ ‘ "'"ﬁ'r:# /

*j A "‘
.' ot - ]
‘? ‘f’ #.-, % “ -
iﬁ;\{‘ - ':ﬁ | .
'I‘f.* - f
Y'Y e A
Wi ezt A
R
- - oy
it
A-DNA B-DNA Z-DNA

Figura: 1.5 - Estruturas dinimicas do DNA: A-DNA parcialmente
desidratado, hélice mais curta e larga; B-DNA sob condi¢oes
fisiologicas e Z-DNA com polimeros ricos em G:C, com purinas e
pirimidinas alternadas na mesma fita, hélice menos torcida com

movimento em zig-zag do esqueleto ose-fosfato.
(http://en.wikipedia.org/wiki/Image:A-B-Z-DNA_Side_View.png)
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1.6 - Fenomeno da intercalacio do DNA com algumas substancias
Dentre as diversas substincias com propriedade intercalantes no DNA,
ressaltam-se algumas, como: antibidticos, acridinas, cloroquina, brometo de etideo,
iodeto de propideo, antibiodticos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, corantes, entre
outros (BARICATTI, 1995; ALMEIDA et al., 2005). A intera¢cdo de alguns compostos
com o DNA depende de caracteristicas como hidrofobicidade, carga e a estrutura
espacial (tamanho em particular). Os compostos hidrofébicos ou anfifilicos, de tamanho
adequado, podem intercalar entre as bases nitrogenadas do DNA, ou, se possuem carga
positiva, podem se ligar através da interagdo eletrostatica na superficie do DNA, onde
os grupos fosfatos tém carga negativa para esta regidao (KURODA e TANAKA, 1994).
Agentes intercalantes antineoplasicos tém como alvo principal a fenda menor do
B-DNA, por um mecanismo de a¢do que se baseia na intercalagdo nos pares de base
nitrogenada CG (citosina e guanina). A intercalacdo apresenta uma componente
eletrostatica relacionada a interacdo do tipo m, existente entre os intercalantes e as bases
CG, além de complexos de transferéncia de elétrons. Devido a esta caracteristica, os
intercalantes sdo constituidos por anéis aromaticos fundidos, apresentando alta
densidade eletronica. Os antibidticos naturais tipos: antraciclina, como a doxorrubicina
e a daunorrubicina, como citado, também costumam ser classificadas como agentes
intercalantes. A presen¢a de anéis aromadticos fundidos constituindo o arcabougo
molecular também permite observar outra caracteristica relacionada ao mecanismo de
acdo, que ¢ o espacamento das bases nitrogenadas do DNA. Os intercalantes interagem
com as bases nitrogenadas CG provocando um espacamento devido ao volume

molecular, formando um angulo de aproximadamente 90° em relagdo ao eixo do DNA
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(ALMEIDA et al, 2005). A intercalagdao geralmente altera a estrutura do B-DNA, com o
aumento no espacamento dos pares de base CG de 3,4 A para cerca de 7 A. E descrito
que o mecanismo de agdo desta classe baseia-se na formacao de um trimero constituido
pelo intercalante, DNA e topoisomerase II. Este trimero seria estabilizado e
interromperia a separacdo das bases nitrogenadas do DNA, necessdria a transcri¢ao
(para os ligantes na fenda menor também seria observada esta caracteristica). Algumas
destas moléculas foram descritas como ativas, tendo como alvo biologico as
topoisomerases I e II, entretanto a correlagdo entre a intercalagdo e a interagdo com a
topoisomerase II ainda nao foi definida, sendo objeto de diversos estudos recentes
(POOT e KILLER, 1995).

De acordo com estudos hidrodindmicos e de difracdo de raios-X, Lerman (1961)
verificou as primeiras evidéncias sobre a intercalagdo em compostos derivados da
acridina. O difratograma indicou um aumento na separagdo entre os pares de base do
DNA. A intercalagdo ocorreu entre as bases adjacentes e foram observadas as seguintes
variagoes na estrutura do DNA: aumento do comprimento da dupla hélice, distor¢ao da
cadeia agucar — fosfato e deformagao da estrutura helicoloidal, nas proximidades dos
sitios vizinhos de intercalagdo, tornando-os improprios a intercalagao.

Segundo Baricatti (1998) a intercalagdo destas substancias com o DNA pode ser
acompanhada por métodos espectroscopicos: que fornecem informagdes sobre a
intensidade e a posi¢do das bandas de absor¢ao ou emissdo. Em virtude do sistema
cromoforo do agente intercalante, suas propriedades espectrais sao alteradas quando
interagem com o DNA. E evidenciado um aumento na absorgdo do DNA na regido do
ultravioleta , no pico maximo de 260nm, caracteristico do polimero, fato que justifica-

se pela diminuigao ligagdes de hidrogénio, que coloca as bases mais expostas a luz.
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1.6 - Corantes Alimenticios

Corantes sao aditivos alimentares definidos como toda substancia que confere,
intensifica ou restaura a cor de um alimento. Conforme Resolu¢do da Comissdo
Nacional de Normas ¢ Padrdes para Alimentos (CNNPA) n° 44/77(Apéndice B), aditivo
¢ qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos com o objetivo de
modificar suas caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, sem o
propésito de nutrir. A manutencdo da cor natural do alimento constitui-se em um fator
fundamental para o marketing do produto, (CONSTANT, STRINGHETA, SANDI,
2002).

Atualmente, tem-se manifestado uma consciéncia crescente em torno das
caracteristicas possivelmente toxicas de muitos corantes. Essa tendéncia reflete em
alguns paises mediante o ajuste gradativo na sua utilizacdo em produtos alimentares,
cosméticos e medicinais. Segundo Schvartsman (1982) o uso do corante Amaranto foi
proibido nos Estados Unidos e em outros paises, devido a relatados de efeitos

carcinogénicos em testes com animais.

Antes de serem liberados para consumo, os corantes passam por uma analise de risco
por especialistas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da Organizagdo para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO), organismos da Organizacdo das Nagdes Unidas
(ONU) que definem se podem ser usados nos alimentos, em que produtos podem ser
usados e suas quantidades. Também definem a chamada Ingestdo Didria Aceitavel (IDA),
ou seja, quanto pode ser ingerido por dia, por uma pessoa em relagdo ao seu peso, sem
que haja risco para a saude. Apesar de terem a aprovagdo OMS/FAQ, ndo significa que

alguns deles ndo possam trazer riscos a saude para determinadas pessoas que
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apresentem alguma doenca ou sensibilidade no organismo. Portanto, no caso dos
aditivos, uma regra deve ser seguida: quanto menos, melhor.

No Brasil, em 28.01.87, a Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria de
Alimentos (DINAL/MS) pela Portaria N° 17 (Apéndice B), proibiu a utilizagdo dos
corantes sintéticos: Amarelo Acido, Azul de Indatreno, Vermelho Sélido E, Escarlate
GN e Laranja GCN, fato que foi justificado pela auséncia de informagdes toxicoldgicas
seguras, 0 que representava risco potencial a satde publica. No Brasil, a regulamentagao
do uso de aditivos para alimentos, inclusive corantes, ¢ realizada pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Pela legislacao atual, através das resolugdes n® 382 a
389/1999(Apéndice B) da ANVISA ¢ permitido o uso de onze corantes artificiais, que
sao identificados por um Sistema Internacional de Numeragao de Aditivos Alimentares,
“International Numbering System”(INS) elaborado pelo Comité do Codex; sendo eles:
Tartrazina(INS-102), Amarelo Crepusculo (INS-110), Amaranto (INS-123), Ponceau
4R (INS-124), Eritrosina (INS-127), Vermelho 40 (INS-129), Azul Patente V(INS-131),
Indigotina (INS-132), Azul Brilhante (INS-133), Verde Rapido (INS-143) e Azorubina
(INS-122).

O controle de qualidade e/ou toxicoldgico dos corantes, com relagdo a sua
concentracdo nos alimentos ¢ usualmente realizado por métodos cromatograficos ou
espectrofotométricos. No caso dos métodos cromatograficos, caracteristicas como alto
custo e envolvimento de vérias etapas de extracao dificultam a obten¢dao de uma analise
rapida. J& os métodos espectrofotométricos, embora mais acessiveis, apresentam
limitada seletividade (KAPOR, et al., 2001). A literatura cientifica ¢ farta em apontar
cuidados com a ingestdo dos sintéticos e revela reagdes adversas que podem causar a

ingestao desses aditivos, como; alergias, disritmias cardiacas, problemas circulatorios,
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gastricos e  oftalmoldgicos, distarbios da tirdide, cancer e mutacdes génicas,
(ANTUNES e ARAUJO, 2000). Os corantes presentes nos alimentos podem ter efeitos
mutagénicos e/ou carcinogénicos, isto €, podem induzir mutagdes no DNA e/ou podem
favorecer o desenvolvimento de tumores. Acredita-se que cerca de (1/3) um tergo de
todos os canceres humanos possam estar relacionados com o habito alimentar (AMES,

1983; RENNER, 1990).

1.6.1 - Corante Azul Brilhante-FCF

O corante Azul Brilhante FCF ¢ descrito como um sal dissdodico com
nomenclatura oficial: Sal dissédico de etil [4-[etil(m-sulfobenzil)amino]-2,5-
ciclohexadieno—1-ilideno](m-sulfobenzil)Hidroxido de Amoénio. O corante também ¢
conhecido por, Erioglaucina, Blue Acid 9, Food Blue N° 1 (Japao). Tem a formula
molecular C37H34N,09S3Nay, peso molecular 792,84 g/mol e C.1. (Color Index) 42090;
sua formula ¢ representada na figura 1.6 (MAGA e TU , 1994). O azul brilhante FCF, ¢
um corante sintético derivado da classe do trifenilmetano, tem a aparéncia de um po
avermelhado-azul; o ldmbda maximo da luz absorvida para o azul brilhante FCF
corresponde a 630nm, em solu¢do aquosa; em pH acidos ocorre uma variagao
irrelevante deslocando para 629nm ¢ em pH basicos ndo ocorre uma variagdo no
lambda maximo. Em todos os pH apresenta um pico na regido entre 400nm a 410nm
(Committee Food Chemicals Codex, 1986).

O azul brilhante FCF ¢ encontrado em bebidas, produtos de laticinio, doces em
geral, produtos de higiene pessoal, farmacé€uticos e cosméticos, combinado com

eritrosina e/ou tartrazina. Tem a capacidade de induzir reagdes alérgicas, pode causar
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hiperatividade em criangas, eczema e asma; recomenda-se a eliminagdo desse corante

na dieta das criangas (CALIL e AGUIAR, 1999).

CH>CH3 SO,;Na
+I\‘ICH2
C
CH,CH, SO,;Na
SOé NCH,

Figura: 1.6 - Formula estrutural do Corante Azul Brilhante FCF
(MAGA e TU, 1994)
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1.7 Corantes para ensaios bioquimicos

Muitos métodos espectrofotométricos, ao longo dos anos, foram propostos para
a determinagdo de proteinas totais, mas ndo existe uma metodologia considerada de uso
universal para todos os meios. Os métodos geralmente mais utilizados sdo o do Biureto,
de Lowry, do “Coomassie brilliant blue” G-250 ou reagente de Bradford. O método de
Bradford ¢ mais rapido e sensivel que o de Lowry e ¢ utilizado para a determinacdo de
proteinas totais em diversos meios: plasma ou soro sangiiineo, saliva humana, produtos
alimenticios, leite humano, tecidos de plantas, entre outros (ZAIA, ZAIA, LICHTIG,

1998).

1.7.1 - Corante Azul de Coomassie G-250

O corante Azul de Coomassie G-250, C.I: 42655 apresenta peso molecular igual
a 854,04 g/mol e formula Cs7H4sN3NaO-;S,. A figura 1.7 representa sua formula
estrutural. E frequentemente utilizado em ensaios bioquimicos para identificar proteinas
no processo de eletroforese; ¢ um dos regentes do método de Bradford (RAUF,
ASHRAF, ALHADRAMI, 2005).

O método de Bradford ¢ uma técnica baseada na interagdo entre o corante e
macromoléculas de proteinas que contém aminodcidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas. A reagdo entre o corante/proteina provoca um deslocamento da solucao
acida do Azul de Coomassie G-250, das formas protonadas com um pico maximo de
465nm, para 595nm quando o corante se liga a proteina (BRADFORD, 1976; ZAIA,

ZAIA, LICHTIG, 1998). As interagdes hidrofobicas e idnicas estabilizam a forma
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ionica do corante, causando uma mudanga visivel da cor, ou seja, acentuando a
tonalidade azul causando uma mudanca visivel da cor, ou seja, acentuando a tonalidade
azul (CASSIANO, et al.,, 2002). Este corante também ¢ usado em processos de
degradacao fotocatalitica na presenga de H,O, (RAUF, ASHRAF, ALHADRAMI,

2005).

(‘JHzCHz,
+IHICHz
SO,
H,C CH,
C

SO3Na

A B' C
CH,CH,0 SO; 1|\1CH2

CH,CH,

Figura: 1.7 - Formula estrutural do Corante Azul de Coomassie
G-250 (RAUF, ASHRAF, ALHADRAMI, 2005)
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2 - Parte Experimental

2.1 — Materiais

Os reagentes utilizados foram: DNA de timo de bezerro (Calf Tymus) — Sigma
Chemical; corante Azul Brilhante/ FCF — Sigma Aldrich , PM: 792,8 g/mol; corante
Azul de Coomassie G-250- Sigma Chemical,, PM: 854 g/mol; HCI-Vetec - 32%;
NaOH — Vetec-PA; KBr—Vetec PA; élcool Isopropanol-Synth PA; NaCl — Vetec PA;

peneiras Moleculares. Todas as solugdes foram preparadas com agua desionizada.

2.2 — Equipamentos

Os equipamentos utlizados foram: espectrofotdometro UV / VISIVEL — Hach;
Balanga analitica - Ohaus; micro balanga Sartorius M2P; pHmetro — EPL 358;
desionizador — Milli — Q Plus — Milipore; Epectrometro IV 1000 FT-IR Paragon 1000

da Perkin Elmer; micropipetas automaticas.

2.3 - Preparo das solucoes

2. 3.1 - Solu¢ao estoque de DNA

Foi transferido 4,3 mg de DNA para um baldo volumétrico de 25 mL e
adicionou-se agua desionizada e resfriada até completar o volume do baldo, para obter
uma solu¢do 172 pg.mL™. O baldo foi agitado lentamente até nio mais observar-se

residuos do DNA e haver completa homogeneizacao. Para garantir a homogeneizagao
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da solugdo, esta foi monitorada, fazendo leituras das absor¢des na regido do ultravioleta
(Amax de 260 nm) de amostras coletadas na superficie € no fundo do baldo, até que as
absor¢des fossem as mesmas. A solugdo foi envolvida em papel aluminio e mantida na

geladeira durante todos os procedimentos.

2.3.2 - Solugoes estoque dos corantes Azul Brilhante-FCF e Azul
Coomassie G-250

As solugdes estoque de cada corante foram preparadas pesando 39,64 mg do
corante Azul Brilhante e 42,70 mg do corante Azul de Coomassie. As massas foram
quantitativamente transferidas para os baldes volumétricos de 100 mL e o volume
completado com agua desionizada . A concentracao final de ambos os corantes foi de

5x 10 mol.L'.

2.3.3- Solugoes para curvas de calibracio

2.3.3.1-Curva de Calibracio do DNA

Para a construgdo da curva de calibracdo do DNA foram preparadas, por diluigao
da solugdo estoque, as solucdes nas seguintes concentragdes: 5 ; 10 ; 20 ; 40 e
60ug.mL™". Em seguida, as leituras de absor¢do em 260 nm (figura 3.1, pag. 31) foram
registradas e tracada a curva de calibragdo com as concentragdes: 2,27; 2,81; 4,66;

5,1 e 9.9x10° mol.L" (figura 3.4, pag. 34).
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2.3.3.2- Curva de Calibracdo do corante Azul Brilhante-FCF

As solugdes diluidas para o corante azul brilhante-FCF foram preparadas da
mesma forma que no item 2.3.3.1, nas seguintes concentragdes: 4; 5; 6; 7;
8 x 10° mol.L'. As leituras de absor¢do Am.x do corante (630 nm) (figura 3.2,

pag. 32) foram registradas e tragcada a curva de calibracdo (figura 3.5, pag. 35).

2.3.3.3 - Curva de Calibracio do corante Azul de Coomassie

Solugdes diluidas da solu¢do estoque do corante azul de coomassie foram
preparadas com agua desionizada, nas seguintes concentragdes: 1; 1,5; 2 ; 2.,5;
3 x 10° mol.L". Foram registradas as leituras de absor¢io no Amay do corante (601 nm)
e em (260 nm) outro pico caracteristico do corante (figuras 3.3, pag. 33) e tragcada a

curva de calibragdo (figura 3.6, pag. 36).

2.3.4 - Solucoes para estudos sobre variacio de pH do meio dos

corantes Azul Brilhante e Azul de Coomassie

Preparou-se inicialmente 25 mL de cinco solu¢des de cada corante, a partir da
solugdo estoque, com concentragdo final de 4 x 10° mol.L" e pH1, 3, 7, 9 e 12
Foram preparadas sete solugdes de cada corante com concentragdo final igual a
4 x 10° mol.L' e pH de 0,72 a 13,33, as solugdes mais concentradas tiveram a

finalidade de se observar a variagdo dos picos caracteristicos dos corantes. As solucdes
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acidas de pH 0,72 a 3 foram preparadas completando-se o volume do balao volumétrico
comHCl 1x10", 1x10%e1x 10” mol.L", respectivamente. As solucdes basicas

com pH 7,95 a 13,33 foram preparadas completando-se o baldo com NaOH 1 x 107,
1x 107 e 1x 10? mol.L™". As solu¢des de HCl e NaOH foram preparadas com agua
desionizada. A solucdo neutra de pH 7 foi obtida completando-se o volume do baldao
apenas com agua desionizada , os valores de pH foram controlados com o pHmetro —

EPL 358.

2.3.5- Solucoes para estudos sobre a intercalacio

2.3.5.1- Solugdes para estudos sobre a intercalacio do Azul Brilhante em

DNA

A partir das solugdes estoques de DNA e do corante foram preparadas varias

solucdes do sistema DNA / Azul Brilhante usando o seguinte procedimento:

a- Fixando a concentraciao de corante Azul Brilhante

Foram adicionados volumes constantes da solucdo estoque do corante, em
frascos de ependorf de 1,5 mL. A cada um destes frascos adicionou-se
concentragdes variadas do DNA, completando-se o volume de 1,5 mL, com agua

desionizada, os dados sobre as concentragdes obtidas encontram-se na Tabela 1.
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b - Fixando a concentracio de DNA

Foram adicionados volumes constantes da solu¢do estoque do DNA em frascos

ependorf de 1,5 mL. A cada um destes frascos adicionaram-se concentragdes

variadas do corante. O volume para 1,5 mL foi completado com agua desionizada.

Os dados sobre os volumes adicionados e concentracdes respectivas, encontram-se

na Tabela 2.

Tabela-1 Valores das concentracoes do Azul Brilhante e DNA

( DNA variavel e AZB fixo )

Solugio estoque

Solugio estoque

DNAJ=24 pg.mL* ﬁgﬁﬂr:? |AZB] 1.10" ﬁéz]r:*}
3,42.10” mol.L mol.L! mol.L mol.L"!
Volume (mL) Volume (mL)

0,0 0 0,1 6,66 x 107
0,1 0,228 x 107 0,1 6,66 x 107
0,2 0,456 x 107 0,1 6,66 x 107
0,3 0,684 x 107 0,1 6,66 x 107
0,4 0,912 x 107 0,1 6,66 x 107
0,5 1,140 x 107 0,1 6,66 x 107
0,6 1,368 x 107 0,1 6,66 x 107
0,7 1,596 x 107 0,1 6,66 x 107
0,8 1,824 x 107 0,1 6,66 x 107
0,9 2,052x 107 0,1 6,66 x 107
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Tabela -2 Valores das concentracoes de DNA e do Azul Brilhante
( DNA fixo e AZB variavel )

[SDO;‘I‘xO:e;;oS;;L-I [DNA] na S"'“[‘?A“OZI‘;S]t;’q“e [AZB] na
5 " Mistura / 4 1 Mistura /
3,42.10° mol.L oLL 1.10"* mol.L LI
Volume (mL) ) Volume (mL) )
1,0 2,28 x 107 0 0
1,0 2,28x 107 0,04 2,66 x 10°°
1,0 2,28 x 107 0,06 4,00 x 10°
1,0 2,28 x 107 0,08 533x10°
1,0 2,28x 107 0,10 6,66 x 10
1,0 2,28 x 107 0,12 8,00x 10°®
1,0 2,28 x 107 0,14 9,33 x10°
1,0 2,28x 107 0,16 10,60 x 10
1,0 2,28 x 107 0,18 12,00 x 10°®
1,0 2,28 x 107 0,20 13,33 x 10°®

2.3.5.2 - Solucoes para estudos sobre a intercalacio do Azul de Coomassie

em DNA

Os procedimentos para os estudos sobre a intercalagdo do Azul de Coomassie e
DNA foram realizados como no item 2.3.5.1 a e b, trocando-se o corante Azul Brilhante
por Azul de Coomassie. Os dados obtidos com as concentragdes fixas do corante Azul
de Coomassie e os dados obtidos com as concentragdes fixas do DNA encontram-se nas

Tabelas 3 e 4 respectivamente.
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Tabela-3 Valores das concentracoes do Azul de Coomassie e de DNA
( DNA variavel e AZC fixo)

Solucio estoque

Solucio estoque

[DNAJ=24 pg.mL* R}Eﬁ:? AZB] 1.10° k}ifz]r:j
3,42.10” mol.L mol.L"! mol.L mol.L"!
Volume (mL) Volume (mL)

0,0 0 0,1 6,66 x 10
0,1 0,228 x 107 0,1 6,66 x 10°°
0,2 0,456 x 107 0,1 6,66 x 10°°
0,3 0,684 x 107 0,1 6,66 x 10
0,4 0,912 x 107 0,1 6,66 x 10°°
0,5 1,140 x 107 0,1 6,66 x 10°
0,6 1,368 x 107 0,1 6,66 x 10°°
0,7 1,596 x 107 0,1 6,66 x 10°°
0,8 1,824 x 107 0,1 6,66 x 10°
0,9 2,052 x 107 0,1 6,66 x 10°°

Tabela-4 Valores das concentracoes de DNA e Azul de Coomassie
( DNA fixo e AZC variavel )

Solucao estoque

Solucio estoque

[DNA] = 24 pg.mL"! [DNA] na [AZB] 1.10" [AZB] na
3,42.10° mol.L" M‘S‘l“{ﬁ/ mol.L" M‘S‘l“{ﬁ/
Volume (mL) mot Volume (mL) mot
1,0 2,28x 107 0 0
1,0 2,28 x 107 0,04 2,66 x 107
1,0 2,28 x 10° 0,06 4,00 x 10°°
1,0 2,28x 107 0,08 533x 10°
1,0 2,28 x 107 0,10 6,66 x 107
1,0 2,28 x 10° 0,12 8,00x 107
1,0 2,28x 107 0,14 9,33 x 10°
1,0 228x 107 0,16 10,60 x 10°®
1,0 2,28x 10° 0,18 12,00 x 10°®
1,0 2,28x 107 0,20 13,33 x10°®
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2.3.6 - Precipitacdo do DNA puro para estudos no Infravermelho

Preparou-se 25 mL de uma solucdo aquosa de DNA de concentragdo
464 pg.mL™. Desta solucdo foram retiradas aliquotas de 5 mL e 4 elas adicionou-se 0,5
mL da solu¢do 0,1mol.L™" de cloreto de sodio (NaCl). A esta solucio foi adicionado
SmL do alcool isopropanol (C3HgO) e homogeneizou-se até a formagao do precipitado.
Lavou-se o pelete do DNA com o referido alcool e o0 mesmo foi colocado em um vidro
de relogio, coberto por papel aluminio, € posto na geladeira. Deixou-se secar lentamente
por uma semana. Apds o periodo de secagem registraram-se os espectros de absor¢ao no

infravermelho.

2.3.7 - Precipitacio do DNA com os corantes para estudos no

Infravermelho

Retirou-se 5 mL da solucdo de DNA preparada no item 2.3.6, adicionou-se
I mL das solucdes aquosas dos corantes Azul Brilhante ¢ Azul de Coomassie,
respectivamente, com concentracio 5.10* mol.L”". Em seguida adicionou-se 0,5 mL
cloreto de sodio (NaCl) as solucdes. Para a precipitagio do DNA com os corantes,
utilizou-se o procedimento para precipitar o DNA da solugdo sem os corantes. Os

espectros de absorcao no infravermelho foram registrados, apds o periodo de secagem.
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3 - Resultados e Discussao

3.1 - Espectros de UV/Visivel das solucoes

As figuras 3.1, 3.2 ¢ 3.3 A ¢ B mostram os espectros de absor¢ao na regido do

UV/Visivel, das solucoes de DNA, Azul Brilhante-FCF e Azul de Coomassie,

respectivamente.
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Figura: 3.1 - Espectro de absor¢io de DNA 3,42x 10° mol.L™" /
24 pg.mL™" em soluciio aquosa pH =7
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Figura: 3.2- Espectro de absorc¢io do corante Azul Brilhante-FCF
4x10°mol.L" em soluciio aquosa pH =7
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Figuras: 3.3 - Espectros de absorcio do corante Azul de Coomassie
G-250, 2,5x10° mol.L" em solucio aquosa pH = 7; (A):
Amax 601 nm e (B): Apax 260 nm
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3.2 - Curvas de Calibracao

Nas figuras 3.4, 3.5 e 3.6 encontram-se as curvas de calibragdo do DNA, Azul

Brilhante-FCF e Azul de Coomassie G-250, respectivamente.

0,7

0,6

05 y = 0,06608.x
] R=1
0,4 —

0,3 1

Absorbancia

0,2 H

0,1

0,0 T I T I T I T I T I T I T I T T T T T T T ]

[DNA] / 10°mol.L™

Figura: 3.4- Curva de calibracao do DNA (Ayax 260 nm ) em
solu¢do aquosa, nas concentracoes: 2,27; 2,81; 4,66; 5,1 e
9,9x10° mol.L™!
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Figura: 3.5- Curva de calibracao do corante Azul Brilhante
(Amax 630nm) em soluciio aquosa nas concentragoes: 4; 5; 6;
7; e 8x10° mol.L!
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Figura: 3.6- Curva de calibra¢ao do corante Azul de Coomassie

(Amax 602 nm) em solug¢iio aquosa, nas concentragoes: 1;1,5;
2;2,5 e 3x10°mol.L"’
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As discussdes a seguir referem-se a técnica espectroscopica de absorcao no
UV/Visivel. O coeficiente de extingdo molar (€) encontrado para o DNA é 6.608 mol™.
L.cm”, como mostra a figura 3.4, com coeficiente de regressio(R) de 1,0000. Este
valor foi calculado pela inclinagdo da curva de calibragdo e expressa em termos de
concentragdo molar, dos grupos fosfatos do acido nucléico (BARICATTI, 1998). O
valor experimental do coeficiente de extingdo molar do DNA estd muito préoximo do
valor de & em solugdes aquosas de DNA da literatura que é de 6.600 mol L.
cm’ (KUBISTA, AKERMAN, NORDEN, 1987; KURE, SANO, HARADA,
YASUNAGA, 1988). A figura 3.5 mostra a curva de calibragdo do corante Azul
Brilhante e o coeficiente de extingdo molar (¢) experimental ¢ de 64.820 mol.".L.cm™,
com coeficiente de regressdo linear (R) de 0,99751. Segundo a curva de calibracdo
ilustrada na figura 3.6, o coeficiente de extingdo molar (¢) do corante Azul de Coomassie
tem o valor de 33.800 mol'L.cm™ e coeficiente de regressdo linear (R) de 0,99365.

Para se verificar a pureza, quanto a proteinas, ¢ a integridade do DNA
estabeleceu-se uma relagdo entre Ajqo/Azso ( 0,226 / 0,121 ). Esta relagdo representa a
razao entre a absorbancia do DNA no seu comprimento de onda caracteristico (260 nm)
e o valor do comprimento de onda caracteristico da presenca de proteinas (280 nm). O
valor obtido foi de 1,87, estando dentro dos valores considerados na literatura (1,8-2,0) e
sendo aceito em estudos sobre intercalagdo entre compostos quimicos ¢ DNA

(VORLICKOVA, KYPR, SKLENARV, 2005).
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3.3 - Estudos sobre variacao de pH do meio dos corantes

3.3.1 - Comportamento do Corante Azul Brilhante em meio acido e
basico

No estudo feito sobre o comportamento do corante Azul Brilhante sob a
influéncia da acidez do meio (figura 3.7), observou-se que os espectros de absorcao
(Amax 630 nm) do corante azul brilhante FCF nao sofreu nenhuma alteracao em relagao
variagdo do pH (HEINS e FLURY, 2000). Tragou-se o grafico do comprimento de
onda maximo do corante (630 nm) em fun¢do do pH (figura 3.8) e verifica-se que o
corante manteve-se na forma monoprotonada, independente do meio ser 4cido, basico ou
neutro. Portanto, os estudos com a intercalagdo do corante Azul Brilhante-FCF em DNA
foram realizados em pH 7, ou seja pH fisiologico, considerando-se que o corante esta na

forma monoprotonada.
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Figura: 3.7- Comportamento do corante Azul Brilhante-FCF

4x10°mol.L" em fun¢io dopH. pH 1,32;
pH 2,41; -------- pH 3,62; > pH 7,64 ;
_________ pH 7,95; [ = = N pH 8,79 ; — o — — pH 13,33
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Figura: 3.8- Comprimento de onda maximo corante Azul Brilhante-
FCF (Amax 630nm), 4x10°mol.L" em funciodopH,: 1,3,7,
9,12.

40



Dissertacao de Mestrado Resultados e Discussdo

3.3.2 - Comportamento do Corante Azul de Coomassie em
meio acido e basico

No estudo feito sobre o comportamento do corante Azul de Coomassie sob a
influéncia da acidez do meio, observou-se a presenca de dois picos: em pH 0,72 (Amax
460 nm e 651 nm) e pH 1,6 (Amax 440 nm e Az 630 nm). Entre os pH 2,55 ¢ 12,55, o
corante apresentou um Unico ldambda méaximo com o valor entre 590nm a 610nm; estes
dados estdo registrados na figura 3.9. Observa-se, portanto, ndo apenas o deslocamento
do pico na regido de 600 nm, mas o desaparecimento do pico 460 nm presente em meio
muito 4cido. Este comportamento sugere a presenga de espécie triprotonada em pH 0,72,
espécie diprotonada na regido do pH 1,60, espécie monoprotonada na regido de pH 6,0 e
neutra em pH 12,55. Segundo a molécula do corante Azul de Coomassie (figura 1.7) em
meio muito acido (pH 0,72) € possivel que as regides A', B', C' estejam protonadas; em
pH 1,60 estao protonadas as regides A' e B'; na regido de pH 6,0 esta protonada a regido
A' e em pH basico, ndo existe protonagdo. E provavel que o corante, em meio basico,
esteja deslocando o equilibrio da dgua, captando hidroxila, uma vez que o pH da solucao
inicial em 13,80 foi deslocado para 12,55. Considerou-se que a espécie do corante

trabalhada com o DNA, em pH neutro foi a monoprotonada.
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3.4 - Estudos sobre Intercalacio

3.4.1 - Estudos sobre a intercalacio do Azul Brilhante em DNA

Para a discussdao destes resultados, foi considerado como concentracao
adicionada, aquela obtida pelos calculos estequiométricos, considerando-se o volume
pipetado e adicionado no ependorf, de volume 1,5 mL. Foi considerado como
concentragdo efetiva, a obtida pelos valores de absorbancia registrados nos espectros
UV/Visivel.

Pelo Quadro 1 e figura 3.10 e figura 3.11, observa-se que a medida que aumenta
a concentracao de DNA na mistura, diminui a concentra¢do de corante livre na solucao,
indicando que os sitios de intercalagdo aumentam com o aumento da concentragao do
DNA, ou seja, aumenta a possibilidade de intercalagdo do corante quando a
concentracdo do DNA ¢ aumentada (ANIKOVSKY, TATIKOLOV, KUZMIN, 1999). A
figura 3.10, demonstra a relagdo inversamente proporcional entre o aumento da
concentracdo de DNA, que esta relacionada com o aumento dos sitios de intercalacao, e
a concentracao livre de corante na mistura.

No Quadro 1, na coluna referente ao nimero de pares de bases intercaladas R,
observa-se a relacao entre os sitios de intercalacao (Spna ) € a concentracao livre do
corante Azul brilhante na mistura. O nimero de bases intercaladas aumenta com o
aumento de sitios do DNA disponiveis para a intercala¢do, indicando que ainda ha

corante no meio reacional para ser intercalado (corante ndo esgotado).
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QUADRO 1 : Estudos sobre intercala¢ao variando a concentraciao do
DNA fixando a concentracao do corante Azul Brilhante-FCF

Variacao da concentracao do DNA em funcido da concentracao do Corante Azul
Brilhante-FCF na mistura VA (volume adicionado / mL ) e [AZB] e [Ppna] / mol.L”’

VA [AZB] [AZB] livre VA [ Pona] tedrica [ P onal efetiva | Sitios de R (N°

AZB/ adicionada na mistura DNA / na mistura na mistura | Intercalacao pares de

mL na mistura mL (S bna) bases

intercaladas)

0,1 6,66 x 10°° 7,41 x 10° 0,0 0 0 0 0
0,1 6,66 x 10 6,93 x 10°® 0,1 0,228 x10° | 1,29x 107 0,64 x 107 0,93
0,1 6,66 x 10 6,72 x 10°® 0,2 0,456 x 10° | 1,50x 107 0,75 x 107 1,11
0,1 6,66 x 10 6,66 x 10 0,3 0,684 x10° | 1,81x 107 0,90 x 10° 1,35
0,1 6,66 x 10 6,46 x 10 0,4 0,912x10° | 1,97x 107 0,98 x 10° 1,52
0,1 6,66 x 10 6,26 x 10°° 0,5 1,140x 10° | 2,12x 107 1,06 x 107 1,69
0,1 6,66 x 10 537x10° 0,6 1,368 x 10° | 2,21 x 107 1,11x 107 2,07
0,1 6,66 x 10 444 x10° 0,7 1,596 x 10° | 2,64 x 107 1,32x 107 2,97
0,1 6,66 x 10 3,96 x 10°° 0,8 1,824x 10° | 2,89x 107 1,45x 107 3,65
0,1 6,66 x 10 3,39x 10° 0,9 2,052x10° | 3,12x 107 1,56 x 107 4,60

A concentracdo dos ions fosfatos [ Ppna | foi obtido pelas absorbancias na regido do
UV/Visivel no lambda méximo caracteristico (260nm) nas solu¢des aquosas de DNA,
(BARICATTI, 1998) obedecendo a equagdo de Lambert-Beer, onde a concentracio da
espécie absorvente ¢ proporcional & sua absorbancia ( A ) segundo a relagdo: A = &.b.C

A ¢ a absorbancia do DNA com o valor igual a 0,226 para [DNA] de 24 ug.mL"

¢ ¢ aabsortividade molar do DNA, sendo igual a 6.600 mol 'L.cm

b ¢é o caminho optico com o valor de 1cm

P ~ r . -1
¢ ¢ a concentragao da espécie em mol L
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Portanto a concentracdo da solugao estoque do DNA usada para os célculos de
intercalacdo com o corante Azul Brilhante é:

[Ppnal = 3,42 x10™° mol.L™

Calculos para concentracio dos Sitios de intercalacido [Spna]

[Spnal = [Popnal /2 (a cada dois grupos fosfatos corresponde um sitio de intercalagao )

Calculos para o valor de R ( niimero de pares de bases por molécula de
intercalador )

R =[Spna] / | Corante livre na mistura |

Calculos para o valor da [ Corante AZB livre na mistura |

De acordo com a equagio da Lambert-Beer: A = £.0.C

A ¢ aabsorbancia do corante AZB com o valor igual a 0,480 (Amax 630nm)
¢ ¢ aabsortividade molar do corante , sendo igual a de 64.820 mol.".L.cm™
b ¢é o caminho 6ptico com o valor de 1cm
C ¢éa concentracdo da espécie em mol L™
O valor abaixo corresponde a primeira concentragao do corante relacionada no
Quadro 1. As demais concentragdes do corante sao calculadas da mesma forma.

[ Corante AZB livre na mistura | = 7,41 x 10° x 10 mol.L™"
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Variacdo da Concentracédo efetiva do
DNA/10° mol.L™”

0,0 |

— 71 r 1 r 1+ T 1 r 1T * T * T ' 1
3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5

Concentracédo efetiva do corante
Azul Brilhante / 10°mol.L™

Figura: 3.10 - Variac¢ao da concentracio do DNA em func¢ao da
concentracao livre de corante Azul Brilhante, na mistura

8,0
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Figura: 3.11- Espectros de absorcao das solucoes contendo DNA e
corante Azul brilhante [AZB] = 6,66x10° mol.L™" e [Ppya] =

0,00; --0--1,29; 1,50; % 1,81;

------- 1,97;—%—2,12; — — —2,21;= % =:264;

—%—2.89; —~ ~.-.-3,12 x10”° mol.L"
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Pelo Quadro 2 e graficos 3.12 e 3.13, observa-se que a medida em que aumenta a
concentragdo do corante Azul Brilhante, mantendo-se fixa a concentragao adicionada de
DNA, atinge-se a saturagdo dos sitios de intercalagdo do DNA, numa concentragao do
corante adicionado de 8,00x10°mol.L™". A concentracio efetiva do corante neste ponto é
8,75x10°mol.L"", devido ao efeito hipercrémico do mesmo. Este efeito hipercrémico do
corante indica a formacdo de um complexo de transferéncia de carga na intercalacao
corante/DNA (MONTANARI, MONTANARI, VELOSO, BEEZER, MITCHELL,
1998; ALMEIDA, LEITAO, REINA, MONTANARI, DONNICI, LOPES, 2005). A
relagdo [Ppnal/[corante] para atingir a saturagdo ¢ 4,16, ou seja, a concentragao do
corante precisa ser 4,16 vezes maior que a concentracdo do DNA para saturar os seus

sitios de intercalagao.
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QUADRO 2 : Estudos sobre intercala¢ao variando a concentraciao do

corante Azul Brilhante-FCF fixando a concentracao do DNA

Variacio da concentracio do Corante Azul Brilhante-FCF em funciao da concentra¢ao do
DNA na mistura VA (volume adicionado / mL ) e [AZB] e [Ppna] / mol.L!

VA [Ponal [Ponal V.A. [AZB] Efeito Sitios de R (n° pares
DNA/ | adicionada | efetiva na AZB/ [tedrica na hipercrémico | Intercalacdo | de bases
mL na mistura | mistura mL mistura do AZB na (S pna) intercaladas)
mistura

1,0 | 2,28x10° | 2,32x 107 0 0 0 0 0

1,0 2,28x10° | 2,42x10° | 0,04 | 2,66x10° 3,32x 10° 1,21 x 107 4,54

1,0 | 228x10° | 2,80x10° | 0,06 | 400x10° | 497x10° 1,40x 10” 3,50

1,0 | 228x10° | 2,86x10° | 0,08 | 533x10° 6,29 x 10°° 1,43x 107 2,68

1,0 | 2,28x10° | 297x10° | 0,10 | 6,66x 10° 7,43x10° 1,48 x 107 2,22

1,0 | 2,28x10° | 333x10° | 0,12 | 800x10° | 875x10° 1,66 x 107 2,07

1,0 | 228x10° | 3,33x10° | 0,14 | 9,33x10° 927 x 10°° 1,66 x 107 1,78

1,0 | 228x10° | 3,30x10° | 0,16 | 10,60x10° | 9,67x 10° 1,65x 10” 1,56

1,0 | 2,28x10° | 333x10° | 0,18 | 12,00x10° | 10,35x10° | 1,66x 107 1,38

1,0 | 228x10° | 3,23x10° | 0,20 | 13,33x10° | 10,44x10° 1,61x 107 1,21
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Concentracao efetiva de
DNA /10 mol.L™

2,2 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentragao adicionada do corante
Azul Brilhante / 10°mol.L™

Figura: 3.12- Variacao da concentracio adicionada do corante Azul
Brilhante em func¢ao da concentracao do DNA, na mistura.
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Efeito hipercrémico do corante
Azul Brilhante / 10° mol.L™

Figura: 3.13- Variacio do efeito hipercromico do corante Azul

Brilhante em func¢ao da concentracao do DNA, na mistura
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Fazendo-se uma analogia com o grafico obtido para a cinética enzimatica de
Michaelis-Menten, observa-se que as figuras 3.12 e 3.13 apresentam o mesmo aspecto,
atingindo um nivel de saturacdo. Baseado nesta analogia, féz-se o grafico duplo
reciproco para variagdo da concentracdo adicionada do corante Azul Brilhante em
funcdo da concentragdo efetiva do DNA (Quadro 3 e figura 3.14). Encontrou-se o valor
de P (interseccio com o eixo y) de 2,68 mol.L™' e que pode corresponder & concentracio

do corante que reduz os sitios de DNA para metade de seu valor inicial. O valor -0,21

(intersegdo com o eixo x) corresponde & negativa da constante de intercalacio Kint do

corante no DNA, ou seja, a Kin¢ para o corante azul brilhante é 0,21 (FURTADO, 1982).

DNA + corante azul brilhante —=™ 5 DNA
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QUADRO 3: Duplo reciproco variacao da concentracio do Azul

Brilhante fixando a concentracio do DNA

1/ [DNA] EFETIVA mol.L" com o corante 1/ [Azul

Brilhante] (adicionada) na mistura mol.L"’

[DNA] EFETIVA mol.L* na mistura [Azul Brilhante] (adicionada) na

com Azul Brilhante mistura mol.L*
431 x 10 e
4,13 x 10* 3,76 x 10°
3,57 x 10* 2,50x 10°
3,49 x 10* 1,88 x 10°
3,36 x 10* 1,50 x 10°
3,00 x 10* 1,25x 10°
3,00 x 10* 1,07 x 10°
3,03 x 10* 0,94 x 10°
3,00 x 10° 0,83 x 10°
3,09 x 10° 0,75 x 10°
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4,2 H

3,9

3,6

1 / concentracéao efetiva
do DNA /10 mol.L”

gennmne B (intersecgcdo com o
< 571 °% eixoy)de 2,68 mol.L"

.
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*
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Tagun®

Kie para o AZB = 0,21 1 / concentragcdo do corante Azul
Brilhante / 10° mol.L™

Figura: 3.14- Duplo-reciproco da variacio da concentracio adicionada
do corante Azul Brilhante em funcido da concentracio efetiva
do DNA.
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3.4.2 - Estudos sobre a intercalacdo do Azul de Coomassie em DNA

Para estas discussdes foi considerado como concentracdo efetiva, a obtida pelos
valores de absorbancia registrados nos espectros UV/Visivel e foi considerado como
concentragdo adicionada, aquela obtida pelos calculos estequiométricos, considerando-se
o volume pipetado e adicionado no ependorf, de volume 1,5 mL.

Pelo quadro 4 e figuras 3.15 ¢ 3.16 observa-se um comportamento semelhante
ao corante Azul Brilhante, ou seja, a medida que a aumenta a concentragdo de DNA na
mistura diminui a concentracdo de corante livre. Foi observado que a quantidade de
grupos fosfatos no DNA que absorvem ¢ menor na mistura do DNA com o corante Azul
de Coomassie em relagdo a mistura do DNA com o corante Azul Brilhante.
Conseqiientemente, o numero de sitios de intercalagdo foi menor, assim como os valores
de R. Este resultado pode indicar que o corante Azul de Coomassie ndo estd
intercalando, mas ligando-se na superficie externa do DNA. Na coluna referente ao
numero de pares de bases intercaladas R (Quadro 4), observou-se a relacao entre os
sitios de intercalagdo (Spna ) € a concentracdo livre do corante Azul de Coomassie na
mistura (BARICATTI, 1998). Os resultados indicam que o numero de bases que
poderiam ser intercaladas aumenta com o aumento de sitios do DNA disponiveis para a
intercalagcdo, indicando que ainda had corante livre no meio reacional (corante nao
esgotado). E provavel que o corante Azul de Coomassie, ao se ligar na superficie externa
do DNA, torna os sitios de intercalagao indisponiveis, o que explica os valores

encontrados de R.
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Os espectros do corante Azul de Coomassie em solucdo aquosa registraram um
pico em 260nm. Para os célculos da concentracao do Ppna (grupos fosfatos) dados
mostrados no Quadro 4, fez-se a subtracdo da absorbancia registrada no pico em 260nm
do corante em solucdo aquosa, cujo o valor registrado foi de 0,05, das absorbancias

referentes a mistura DNA/Corante.

QUADRO 4: Estudos sobre intercalacao variando a concentraciao do
DNA fixando a concentraciao do corante Azul de Coomassie

Variacio da concentraciao do DNA em funcio da concentracdao do Corante Azul de
Coomassie na mistura VA (volume adicionado / mL ) e [AZC] e [Ppna] / mol.L"

VA [AZC] [AZC] livre VA [P pnal tedrica | [P pnal Sitios de R (N°
AZC/ adicionada na mistura DNA/ | na mistura efetiva Intercalacdo | pares de
mL na mistura Amax 602nmM mL na mistura | (S pna) bases
intercaladas)
0,1 6,66 x 10 455x%x 10° 0,0 0 0 0 0
0,1 6,66 x 10 446x10° 0,1 0,228 x10° | 0,33x10° | 0,16x 107 0,35
0,1 6,66 x 10°° 429%10° 0,2 0,456 x 10° | 0,54x10° | 0,27x 107 0,63
0,1 6,66 x 10 411x10° 0,3 0,684 x 10° | 0,68x10° | 0,34x 107 0,83
0,1 6,66 x 10 4,00x10° 0,4 0,912x10° | 1,04x10° | 0,52x 107 1,30
0,1 6,66 x 10°° 3,90 x 10°° 0,5 1,140x 10° | 1,35x 10° | 0,67 x 107 1,72
0,1 6,66 x 10 3,87x10° 0,6 1,368 x 10° | 1,65x 10° | 0,82x 107 2,11
0,1 6,66 x 10 3,80 x 10°® 0,7 1,596 x 10° | 1,77x10° | 0,89 x 107 2,34
0,1 6,66 x 10°° 3,70 x 10°® 0,8 1,824x 10° | 1,93x 10° | 0,96x 107 2,60
0,1 6,66 x 10 3,55x 10° 0,9 2,052x10° | 2,12x10° | 1,06x 107 2,98
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A concentragdo dos ions fosfatos [Ppna ] , 0s calculos da concentragao da solucao
estoque do DNA usada para a intercalacio com o corante Azul de Coomassie, a
concentragdo dos sitios de intercalacdo [Spna] € o célculo para o R ( nimero de pares

de bases por molécula de intercalador ) sdo idénticos aos citados no item 3.4.1.

Calculos para o valor da [ Corante AZC livre na mistura |

De acordo com a equagio da Lambert-Beer: A = €.b.C

A ¢ a absorbancia do corante AZC com o valor igual a 0,154 (Amax 602nm) .
¢ ¢éaabsortividade molar do corante , sendo igual a de 33.800 mol'L.cm™.
b ¢é o caminho 6ptico com o valor de 1cm
C ¢ a concentragio da espécie em mol L™
O valor abaixo corresponde a primeira concentra¢do do corante relacionada no
Quadro 4. As demais concentragdes do corante sdo calculadas da mesma forma.

[ Corante AZC livre na mistura | = 4,55 x 10°x 10 mol.L!
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Variacdo da Concentracédo efetiva do
DNA / 10°mol.L™

T T T T
3,4 3,6 3,8 4,0 4,2 4,4 4,6

Concentracéo efetiva do corante
Azul de Coomassie / 10° mol.L™

Figura: 3.15- Variac¢ao da concentracao do DNA em fun¢io da
concentracio livre de corante Azul de Coomassie (602 nm) na
mistura
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250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
COMPRIMENTO DE ONDA ( 260nm 602nm)

Figura: 3.16- Espectros de absor¢ao das solucoes contendo DNA e
corante Azul de Coomassie [AZC] = 6,66)(10'6 mol.L" e

[Ppna]=—— 0,0;-- -0~ 0,33;—0,54;---#---- 0,68
—_—e = 1,04 e Eheeenes 1,355 - 0o 1,055 nsissnnsisn 1,77;
—%—1,93; — e 2,12x10” mol.L™’
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De acordo com o Quadro 5 e figura 3.17, constatou-se que a partir da sexta
amostra da mistura DNA/Azul de Coomassie, obteve-se a saturacdo, ou seja, a
capacidade de intercalacdo se esgotou, por mais que se adicione corante ndo ha mais
sitios disponiveis para intercalagdo, sendo atingido a saturagdo dos sitios de intercalacao
do DNA, numa concentragdo do corante adicionado de 8,00)(10"6m01.L'1 e de
concentracdo do corante efetiva de 4,23x10'6m01.L'1, quando se considera o efeito
hipocromico do mesmo. A relagdo [Ppna]/[corante] para atingir a saturagdo ¢ 3,25, ou
seja, a concentragdo do corante precisa ser 3,25 vezes maior que a concentragao do DNA
para tornar os seus sitios de intercalagao indisponiveis.

Observou-se também um efeito hipocromico, figura 3.18, do corante livre na
mistura, quando comparado com a concentracao do corante adicionado. Este efeito
reflete a diminui¢do da concentragdo do corante Azul de Coomassie livre para absorver e
que deve estar ligada nos grupos fosfatos do DNA. Como visto na secao 3.4.1 o efeito
do corante Azul Brilhante foi correspondente a formag¢dao de uma complexo de
transferéncia de carga, enquanto que no coomassie este tipo de complexo ndo deve ser
formado.

O DNA tem um efeito hipercromico com os dois corantes o Azul Brilhante e
Azul de Coomassie, semelhante ao comportamento do DNA com o corante acridina. O
corante acridina tem um efeito hipocromico semelhante ao corante Azul de Coomassie
que se refere a interagdo de empilhamento entre a acridina e as nucleobases; Adenina e
Timina. O anel acridina numa simples fita pode estar empilhado em todas as
nucleobases, numa conformacgao mais favoravel porque a estrutura da simples fita ¢ mais

flexivel (FUKUI K, 1996).
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QUADRO 5: Estudos sobre intercala¢ao variando a concentraciao do

corante Azul de Coomassie fixando a concentracio do DNA

Variacao da concentracao do Corante Azul de Coomassie em funcdo da concentracio do DNA, na
mistura VA (volume adicionado / mL ) e [Azul de Coomassie | e [Ppn4] / mol.L™”

VA [PDNA] [PDNA] VA [AZC ] tedrica Efeito Sitios de R ( N°
DNA/ adicionada efetiva na AZC/ na mistura hipocrémico do Intercalacao pares de
mL na mistura mistura mL AZC na mistura (S pna) bases
Amax602nm intercaladas)
1,0 2,28x 107 2,32x 107 0 0 0 0 0
1,0 2,28x10° | 2,53x10° | 0,04 2,66 x 10° 0,80x 10 1,26 x 107 4,73
1,0 2,28x10° | 2,57x10° | 0,06 4,00 x 10°° 1,48 x 10° 1,29x 107 3,22
1,0 2,28x10° | 2,60x10° | 0,08 5,33x 10° 2,36x10° 1,30 x 107 2,43
1,0 2,28x 107 2,62x10° | 0,10 6,66 x 10 2,99 x 10°¢ 1,32x 107 1,98
1,0 2,28x10° | 2,60x10° | 0,12 8,00 x 10°° 423x10° 1,31 x 107 1,63
1,0 2,28x10° | 2,62x10° | 0,14 9,33x10° 5,09x 10° 1,32x 107 1,41
1,0 2,28x10° | 2,60x10° | 0,16 10,60 x 10° 541x10° 1,31 x 107 1,23
1,0 2,28x10° | 2,59x10° | 0,18 12,00 x 10° 577x 10° 1,30 x 107 1,08
1,0 2,28x10° | 2,59x10° | 0,20 13,33x 10° 5,83x 10°° 1,30 x 107 0,97
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2,65 —

2,60 —

2,55
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Concentracéo efetiva de
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2,30
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Concentracdo adicionada do corante

Azul de Coomassie / 10°mol.L™

Figura: 3.17- Variacao da concentracio adicionada do corante Azul
de Coomassie em func¢ao da concentraciao do DNA, na
mistura.
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Concentracao efetiva de

DNA /10° mol.L™
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Efeito hipocrémico do corante

Azul de Coomassie / 10°mol.L™

Figura: 3.18- Variacao do efeito hipocromico do corante Azul de

Coomassie em fun¢ao da concentracao do DNA, na mistura.
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Observando-se que as figuras 3.17 e 3.18 apresentaram o mesmo aspecto,
atingindo um nivel de saturagdo, da mesma forma como com o corante Azul Brilhante,
fez-se uma analogia com o grafico obtido para a cinética enzimatica de Michaelis-
Menten,. Baseado nesta analogia tragou-se o grafico duplo reciproco para variacdo da
concentracdo adicionada do corante Azul de Coomassie em fun¢do da concentracao
efetiva do DNA (Quadro 6 e figura 3.19). Encontrou-se o valor de p de 3,81mol.L"' que
pode corresponder a concentragdo do corante que reduz os sitios de DNA para metade de

seu valor inicial. O valor -0,38 (interse¢cdo com o eixo Xx) corresponde a negativa da
constante de intercalagdo Kin; do corante no DNA, ou seja, a Kint para o corante Azul de

Coomassie ¢ 0,38 (FURTADO, 1982).

DNA + corante azul de coomassie —~2— DNA_

t
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QUADRO 6: Duplo reciproco varia¢ao da concentraciao do Azul
de Coomassie fixando a concentracao do DNA

1/[DNA] EFETIVA mol.L" com o corante [Azul de
Coomassie | (adicionada) na mistura mol.L™
[DNA] EFETIVA mol.L™ na mistura [Azul de Coomassie] (adicionada)
com Azul de Coomassie na mistura mol.L™
4,31 x 10° e
3,95 x 10* 3,76 x 10°
3,89 x 10 2,50 x 10°
3,85 x 10 1,88 x 10°
3,83 x 10 1,50 x 10°
3,85 x 10 1,25x 10°
3,83 x 10° 1,07 x 10°
3,85 x 10 0,94 x 10°
3,86 x 10 0,83 x 10°
3,86 x 10° 0,75 x 10°
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Figura: 3.19- Duplo-reciproco da variacio da concentracio
adicionada do corante Azul Coomassie em funcio da

concentracao efetiva do DNA.
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3.5 - Alteracdes na estrutura do DNA analise espectrofotométrica na

regiao do Infravermelho (IV)

As discussoes a seguir referem-se a técnica espectroscopica de absor¢cdo na
regido infra-vermelha. Considerando que a metodologia para a precipitacio do DNA
utilizou alcool isopropilico, fez-se necessario comparar o espectro IV do DNA puro (ndo
precipitado) com o DNA precipitado com alcool isopropilico.

A atribuicdo das bandas para o DNA foi realizada segundo Andrushchenko e
Hackl (1997) e Dyer (1969). Os espectros do DNA, com corante e sem corante, foram
obtidos apos tratamento com alcool isopropilico, exceto o espectro do DNA,u, que foi
obtido com o DNA sem qualquer tratamento. Considerando que a metodologia para a
precipitagdo do DNA utilizou alcool isopropilico, fez-se necessario comparar o espectro
I'V(infravermelho) do DNA puro (ndo precipitado - DNAp0) com o DNA precipitado
com alcool isopropilico (DNA). Os espectros na regido infravermelho do DNA 0,
DNApec, DNAszgs ¢ DNAazc encontram-se nas figuras 3.20, 3.21, 3.22 e 3.23
respectivamente. Observou-se um alargamento na forma das bandas do DNA.. na
regido de absor¢ao do grupo OH, entre 3430 e 3450 cm’l, em relacdo ao DNA. Este
alargamento foi atribuido a maior exposicao dos grupos OH, em decorréncia da
mudanca conformacional do DNA, causada pela presenca do alcool isopropanol. As
bandas de vibragdo assimétricas (1297,03 cm™) e simétricas (um ombro - 1095,70 cm™)
atribuidas aos grupos PO’ no DNA o foram deslocadas para 1238,19 e 1091,01 cm’!
no DNA,. , com consideravel aumento na absor¢do, indicando maior exposi¢do dos
grupos fosfatos para absor¢do. Andrushchenko e Hackl (1997) atribuiram a banda da

ribose em 1053 cm’'; neste artigo, a banda da ribose no DNA, ¢ atribuida em 1079,74
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cm’. A banda atribuida ao P=0O alifatico da ribose, também sofre variacdes no seu
formato. Esta banda da ribose, no DNA,, foi deslocada para 1051,79 (um ombro) no
DNA .. Este fato refor¢a que o alcool isopropanol causa uma altera¢do na conformagao
do DNA, deixando os grupos fosfatos e ribose mais expostos para absorver. Atribui-se
que o DNA,,;, encontra-se na forma B e que o DNA,.. encontra-se na forma A, sendo
esta mudanga atribuida ao tratamento com o alcool isopropilico. Em funcdo das
modificagdes que o alcool isopropilico causa no DNA quando da sua precipitacdo com o
mesmo, as comparacdes dos espectros IV do DNA com os corantes serdo feitas,
principalmente, em relacdo a0 DNArec € DNA pyro.

Quando se compara o espectro do DNA v, DNA.c € DNA com o corante Azul
Brilhante (DNAzg) , observa-se um alargamento da banda na regido de 3.400 cm™ para
0 DNAazp (3.427,69 cm™ para DNA 0, 3.433,80 cm™ para DNA,.. e 3.428,57 cm™
para DNA4zg). Da mesma forma como discutido para DNA,.., houve uma mudanca na
conformagao do DNA; ¢ provavel que o DNA,zp encontra-se na forma A, uma vez que
apresenta um alargamento semelhante a banda do DNA., caracteristico da forma A. A
regido entre 890 cm™” e 550 cm™! do DNAzp apresenta modificacdes tanto com relagao
ao DNA 1, quanto em relagdo a0 DNA... As bandas em 836,72 cm’! DNA o € 832,75
cm’ DNA,., atribuidas a ligagdo NH (DYER, 1969) passam a ser um ombro
em 829,9 cm™! no espectro IV do DNA,zg, indicativo de que o corante ligou-se nas
bases do DNA. A banda em 1089,10 para DNAzp apresenta um alargamento e um
ligeiramente deslocamento (comparada com a banda em 1091,01 do DNA,c) € a banda
em 1233,57 estd deslocada e ligeiramente mais larga, em relagdio ao DNAu,. Este
alargamento da banda em 1233,57 para DNAzp indica uma sobreposi¢ao das bandas

dos grupos PO* e da banda da ribose, um ombro em 1062,79 que atribuimos 4 banda da
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ribose, deslocado em relagdo a0 DNA,... Estes dados indicam maior exposi¢do dos
grupos PO” ¢ ribose, em relagdo a0 DNA,,.. € maior intera¢do do corante Azul Brilhante
com o DNA. A banda em 832,75 cm’! DNA,. atribuida NH das bases, ¢ deslocada para
826,75 no DNAazg; atribuimos este deslocamento a intercalacio do corante Azul
brilhante nas bases do DNA.

Os espectros do DNA ... € do DNA com o corante Azul de Coomassie (DNAazc)
apresentam muitas semelhancas, principalmente na regido entre 890 cm™ e 550 cm’,
regido de absorcao das bases do DNA. As bandas atribuidas a ligacdo NH das bases
apresentam o mesmo valor, 832,75; esta observagdo indica que este corante ndo
intercala entre as bases do DNA. As bandas atribuidas aos grupos fosfatos no DNA .
foram deslocadas para 1234,09 e 1089,47 no DNAazc, mas apresentam o mesmo valor
que DNAAzg. O ombro em 1060,94, atribuido a ribose no DNAzc, € um valor bem
proximo do atribuido ao corante Azul Brilhante. Estes resultados indicam que, embora o
corante Azul de Coomassie ndo intercale nas bases do DNA, ele interage nos grupos
fosfatos e ribose; esta ligacdo pode ser a interacao eletrostatica na superficie do DNA,
onde os grupos fosfatos tém carga negativa para esta regiao, citada por Kuroda e Tanaka,
(1994). Estes resultados obtidos com os corantes Azul Brilhante ¢ Azul de Coomassie
sdo corroborados pelos estudos em nosso laboratorio utilizando a técnica ultravioleta-
visivel (a ser publicado). O corante Azul de Coomassie nao intercala nas bases do DNA,
provavelmente, devido a dois fatores: a) aos grupos CHj ligados aos carbonos 1’ dos
anéis aromaticos aqui designados como C e E (figura 1.7); estes grupos devem estar
causando um impedimento estérico; b) a presenga do anel aromatico assinalado como

A no corante Azul de Coomassie e ausente no Azul Brilhante (figura 1.6).
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4 — Conclusao

Estudos preliminares constataram o valor do coeficiente de extingdo molar para
o DNA, o qual foi coerente com a literatura. Encontrou-se também os coeficientes de
extingdo molar dos corantes para calcular a concentragao dos corantes livres na mistura.
Apos a variagao do pH do meio dos corantes, o estudo da intercalagdo foi feito em pH
neutro (fisioldgico) e os corantes se apresentaram na forma monoprotonada. A
precipitacdo do DNA com alcool isopropanol induziu a mudanga conformacional do
DNA da forma B (DNA 1) para a forma A (DNA ).

Os resultados deste trabalho indicam que o corante alimenticio Azul Brilhante
FCF, pode intercalar entre as bases do DNA. Esta intercalacdo pode ser observada pelas
mudangas nos espectros de absorcdo na regido do UV-Vis, considerando o lambda
maximo do corante Azul Brilhante e do DNA. Os resultados observados nos espectros
de absor¢do na regido UV-Vis foram confirmados nos espectros do infravermelho do
complexo DNA/Azul Brilhante, onde se constatou uma altera¢ao nas bandas do espectro
na regido caracteristica das ligacdes N-H das bases do DNA.

Com relagdo a interagao do corante Azul de Coomassie G-250, verificou-se que
este corante se ligou na superficie do polimero de DNA, mais propriamente nos grupos
fosfatos, conforme dados obtidos na regido UV-Vis e infravermelho. Os testes feitos na
regido do infravermelho do complexo DNA/Azul de Coomassie, ndo registraram
alteracdo na regido das bases do DNA, bandas caracteristicas das ligagdes N-H.

Conclui-se, portanto, que o corante azul brilhante pode estar intercalando nas
bases do DNA, enquanto que o Azul de Coomassie pode estar interagindo na superficie

do DNA.
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5 - Trabalhos Futuros

Para elucidar a estrutura formada no complexo DNA-AZB / DNA-AZC e

considerando as propostas dos membros da banca do exame de qualificagdo sugerimos

para a continuidade deste trabalhado os estudos a seguir:

1.

Estudo sobre a estrutura do DNA envolvendo difragdo de Raios-X
( XANES e EXAFS ) sendo indicados para explicagdes mais detalhadas
quanto a forma como os corantes interagem com o DNA.

Estudo da forc¢a idnica para verificar a possivel formagao de dimeros dos
corantes na superficie externa do DNA e as caracteristicas eletrostaticas da
interacgao.

Estudos de Corantes de Antocianina na intercalagdo com DNA, verificar a
estabilidade do DNA, comparar com os dados obtidos do corante Azul
brilhante e propor a substitui¢ao do corante sintético pelas Antocianinas.
Estudos sobre a viabilidade da aplicagdo desses corantes na terapia
fotodinamica.

Verificar a intercalacao dos corantes em DNA bacteriano e teste com a agao
da DNase sobre DNA .

Verificar a acdo dos corantes numa cultura celular para observar a

modificagdo no empacotamento cromossomico.
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6.1 - Apéndice (A)
6.1.1 - Métodos de analise

6.1.1.1 — Espectrometria

A espectrometria ¢ o processo analitico-instrumental baseado nas propriedades
de absor¢do, emissdao e reflexdo de energia eletromagnética em regido especifica do
espectro (PAVIA, 1996; SILVERSTEIN, 1987). Uma das propriedades mais
importantes da luz ¢ a dualidade de sua natureza: a luz pode ser tratada como matéria e
como onda. A emissdo e absor¢do da energia radiante podem ser quantizadas (foton),
esta propriedade ¢ importante para explicar como a radiagdo eletromagnética que
interage com a matéria. A energia de cada foton € proporcional a freqiiéncia da radiagao
e ¢ dada pela seguinte relagdo:

E =hv @)
E = energia do foton (unidade é ergs molécula™)
v = freqiiéncia em ciclos por segundo (unidade ¢ o Hz=1 c.p.s.)
h = constante de Planck (6,626 x 107 erg’s)
A luz também tem natureza ondulatoria e possui certa freqii€ncia (v) uma onda

que também pode ser descrita por se comprimento de onda A, definido como a distancia

entre dois picos da onda. A relagdo entre a freqiiéncia e o comprimento de onda ¢ dado
por: v=c/A 2)

v = freqiiéncia em ciclos por segundo (unidade ¢ o Hz=1 c.p.s)
¢ = velocidade de propagagao da onda no vacuo (essencialmente igual a velocidade de
propagacao da luz, 2,998x10" cm s™)

A = comprimento de onda (unidade ¢ o cm)
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O espectro eletromagnético pode ser desmembrado em vdrias partes de acordo com a
energia do foton e do seu efeito sobre a estrutura da matéria. A figura 6.1 representa o

diagrama esquematico do espectro eletromagnético.
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Figura: 6.1 - Diagrama esquematico do espectro eletromagnético
(http://www.geog.ufpr.br/disciplinas/espectrol.doc)

6.1.1.2 - Ultravioleta e Visivel

Medidas de absor¢do baseadas em radiagdo ultravioleta ¢ visivel encontram
vasta aplicacdo para identificagdo e determinagdo de uma miriade de espécie
inorganicas ¢ organicas. Os métodos de absor¢cdo molecular talvez, sejam os mais
amplamente usados dentre todas as técnicas de andlise quantitativa em laboratdrios
quimicos e clinicos em todo o mundo. A espectroscopia absor¢do UV-Visivel

compreende a regido do espectro eletromagnético de comprimentos de onda entre
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200nm a 800nm As intensidades das bandas sdo expressas como transmitancia (T) ou
absorbancia (A). A transmitancia ¢ a razao entre a energia radiante transmitida por uma
amostra e a energia radiante que nela incide. A absorbancia ¢ o logaritmo, na base 10,
do reciproco da transmitancia, isto ¢, A=log;o (1/T) (SILVERSTEIN, 1979).

O método utilizado para determinar de um modo quantitativo a concentracao de
substancias em solu¢ao que absorvem radiacdo, ¢ usando a Lei de Beer-Lambert. A
traducao matematica desta lei implica a defini¢ao dos parametros: a Absorbancia (A) e a
Transmitancia (T). A percentagem de radiagdo que atravessa uma solu¢do homogénea ¢
designada por transmitancia (Equacdo 3) e apresenta unidades (%). Contudo, os
resultados espectrofotométricos sdo expressos geralmente em absorbancia (Equagao 4)
que corresponde ao logaritmo do inverso da transmitancia. Este parametro ¢ desprovido
de unidades e apresenta sobre a transmitancia a vantagem de variar linearmente com a
concentracdo das amostras desde que se trabalhe em condi¢des que ndo tenham outros
fatores interferindo na absorcdo das moléculas, segundo a lei de Beer-Lambert
(VOGEL, 1992). Estas expressoes, extremamente uteis do ponto de vista pratico,
deixam em aberto a relacdo entre radiacdo absorvida e concentracdo, que foi
condensada na expressdo de Beer-Lambert (Equagdo 5)( SILVERSTEIN, 1979; e
SKOOG, 2002) .

T=_1 ©))

Onde T ¢ a transmitancia, Iy € a luz incidente na amostra, I ¢ a luz que atravessou
a amostra.

Log10| I |=kcb=A “)
Io
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Onde:
k = a constante caracteristica do soluto
¢ = concentragao do soluto
b = comprimento da cubeta

A = absorbancia

€ = absortividade molar

A =¢bc 5)

A absor¢dao de radiacdo ultravioleta ou visivel por uma espécie atdmica ou
molecular M pode ser considerada um processo de duas etapas, a primeira das quais
envolve excitagdo eletronica, como mostrada pela equagdo (SKOOG, 2002).

M+ hv 2 M*

O produto da reagdo entre M e o foton hv é uma espécie excitada
eletronicamente, simbolizada por M*. O tempo de vida da espécie excitada ¢ breve
(10® a 10 s), sendo sua existéncia terminada por um dos varios processos de
relaxacdo. O tipo mais comum de relaxagdo envolve conversdo da energia da excitagdo
em calor, isto €,

M* = M + calor

A absorc¢do de radiagdo ultravioleta ou visivel geralmente resulta da excitagdo de
elétrons de ligagdo; como conseqiiéncia, os comprimentos de onda dos picos de
absor¢ao podem ser correlacionados com os tipos de ligagdes nas espécies em estudo. A
espectroscopia de absor¢dao molecular, portanto, valiosa para identificar grupos

funcionais em uma molécula. Mais importantes, no entanto, sao as aplicagdes da
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espectroscopia de absor¢do ultravioleta e visivel na determinacdo quantitativa de
compostos contendo grupos absorventes. A maioria dos compostos que absorvem na
regido do Ultravioleta-Visivel, possuem um ou mais grupos insaturados na sua
estrutura, estes grupos sao caracterizados por seus elétrons m, facilmente deslocados,
isto ¢, exigem menos energia para se promoverem (SKOOG, 2002).

Para esta discussdo, ¢ tutil reconhecer trés tipos de transi¢cdes eletronicas e
categorizar as espécies nessa base. Essas trés transicdes envolvem: elétrons m, ¢ e n;
elétrons de f e transferéncia de carga. A absorgdo de radiagdo visivel ¢ de ultravioleta de
maior comprimento de onda esta restrita a um nimero limitado de grupos funcionais
(chamados cromoforos) que contém elétrons de valéncia com energias de excitagdo
relativamente baixas (SKOOG, 2002).

A figura 6.2 mostra os niveis de energias dos tipos de orbitais moleculares que
diferem significativamente. Quase sempre o nivel de energia de um elétron nao-ligante
situa-se entre os niveis de energia dos orbitais ¢ e m ligantes e antiligantes. As
transmissoes eletronicas entre certos niveis de energia podem ocorrer por absor¢do de
radiagdo. Quatro tipos de transmissdes ddo possiveis: ¢ 2 o*, N> o*, n 2n* e n > n*
(SKOO0G,2002).

Transicées: 6 > o*: em relagdo a outras transigdes possiveis, a energia
necessaria para induzir uma transi¢do ¢ >c* ¢ alta, correspondendo a freqiiéncia na
regido ultravioleta de vacuo.

Transicoes N > 6% : essas transi¢des requerem menor energia que o tipo
o = o* e podem ser produzidas por radiagdo na regido entre 150 ¢ 250 nm, com a maior

parte dos picos aparecendo abaixo de 200 nm.
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Transicoes N > ¥ ¢ w > w* : A maioria das aplicagdes da espectroscopia de
absorcdo, a composi¢do organicos esta baseada em transicoes de elétrons n e m para o
estado excitado @w*, porque as energias necessarias para €ssas processos situam-se em
uma regido espectral experimentalmente conveniente (200nm a 700 nm) (VOGEL, 1992
e SKOOG,2002). Ambas as transi¢des requerem a presenga de um grupo funcional
insaturado para fornecer os orbitais 7. Precisamente, ¢ a estes centros de absorcao

insaturados que o termo cromodforo se aplica.

6 * g 7y Antiligante
mE 7'y 7'y Antiligante
S ol e | h o o
%‘ Al A Il A Nao-ligante
5 No| ® R o
. ligante
ligante
(@)

Figura: 6.2 — Niveis de Energia eletronica molecular (Skoog, 2002)

Termos frequentemente utilizados na discussio de espectros
eletronicos:

CROMOFORO: grupo insaturado covalente, responsavel pela absorgdo eletrénica (por

exemplo: C=C, C=0, ou NO,).

AUXOCROMO: grupo saturado que, quando ligado a um cromoéforo altera tanto o

comprimento de onda com a intensidade de absor¢ao (exemplo: OH, NH; e CI).
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DESLOCAMENTO BATOCROMICO: E o deslocamento de uma absor¢do para um
comprimento de onda maior devido a efeitos de substituicdo ou dissolvente (isto é,

deslocamento para a regido do vermelho).

DESLOCAMENTO HIPSOCROMICO: E um deslocamento de uma absor¢do para um
comprimento de onda menor devido a efeitos de substituicdo ou de solvente, isto €, um

deslocamento para a regido do azul.

EFEITO HIPERCROMICO: E um aumento da intensidade de absorcéo.

EFEITO HIPOCROMICO: E uma diminuigdo na quantidade de absorgao.

6.1.1.3 - Infravermelho

O espectro no infravermelho fornece um rico agregado de bandas de absor¢do, a
espectrometria de infravermelho mede a transi¢ao entre estados vibracionais que
ocorrem quando uma molécula absorve energia na regido do infravermelho do espectro
eletromagnético. Os diferentes grupos funcionais e os seus tipos de ligacdes tém
freqii€ncias e intensidades de absorcao distintas no infravermelho.

Tanto o comprimento de onda (i) como nimero de onda (cm™) sdo usados para
medir a posicdo de uma determinada absor¢do de infravermelho. A espectroscopia de
infravermelho (IV) compreende a regido do espectro eletromagnético de comprimentos
de onda se estendem de 2,5 a 15u (4000 a 667 cm'l); a regido entre 0,8 a 2,5n (12,500 a
4,000 cm™) é chamada infravermelho proximo e a regido de 15 a 200mp (667 a 50cm™)
¢ chamada infravermelho afastado. Como no caso da espectroscopia ultravioleta
absor¢des que ocorrem em comprimentos de onda menores (maior freqiiéncia) sao as de

maior energia. (MILMAN, 2006; SKOOG, 2002). O nimero de ondas ¢ diretamente
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proporcional a energia absorvida (K = E/hc) é o comprimento de onda inversamente
proporcional a energia absorvida (A = hc/E); (A = 1/k).

Absorcdes de energia desta magnitude provocam perturbacdes nas freqliéncias
especificas das diferentes ligacdes quimicas. Ou seja, a freqiiéncia de cada ligacao
corresponde a um nivel vibracional e depende da superficie de energia potencial da
molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e eventualmente do
acoplamento vibronico (MILMAN, 2006; SKOOG, 2002).

A partir de 1980 a técnica de infravermelho evoluiu bastante, destacando-se a
substituicdo gradual de espectrometros dispersivos, por espectrometros com
transformada de Fourier (FTIR) e o desenvolvimento de aplicagdes na regiao do
infravermelho proximo e distante, (Figura 6.3) (KAROUI, 2006, BODECCHI, 2005;

BAULSIR, 1996).

Regido Técnica Tipo de Analise Tipo de Amostra
[V préximo Reflexdo difusa Quantitativa Misturas solidas ou liquidas
Absorcdo Quantitativa Misturas gasosas
[V medio Absorgdo Qualitativa Compostos puros sélidos, liquidos
OU gas0s0s
Absorgdo Quantitativa Misturas complexas
Reflexdo Qualitativa Compostos puros sdlidos ou
liquidos
Emissdo Quantitativa Amosfras atmosfericas
[V distante Absorgdo Qualitativa Espécies puras inorganicas ou

organometalicas

Figura 6.3 — Principais aplicacdes da espectrometria no infravermelho

Os diferentes grupos funcionais e os seus tipos de ligacdes tém freqliéncias e
intensidades de absorcdao distintas no infravermelho. As ligagdes C-H na moléculas
absorvem energia num comprimento de onda especifico resultando em vibragdes

moleculares. Ha dois modos fundamentais de vibra¢do das moléculas: estiramento, em
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que a distancia entre dois &tomos aumenta ou diminui, mas os atomos ficam no mesmo
eixo de ligagdo, e deformacdo, em que a posi¢do do atomo muda em relagdo ao eixo

original da ligacao. As vibragdes de estiramento e de deformagao de uma ligacdo apenas
ocorrem em freqiiéncias quantizadas. Quando incide na molécula luz infravermelha de
mesma freqiiéncia, hd absorcao de energia e aumento de amplitude daquela vibragao,
Dyer(1969). Algumas entre as vibragdes de estiramento ¢ de deformacao que podem

existir em uma molécula estdo esquematizadas na figura 6.4.

‘\//'o Noy?

L]
1
&
1

1
b
]

Simétrica Assimétrica
Vibracdes de estiramento
Qa ;6) QP P
L ! Kf‘;
Tesoura Balanco Sacudida Torgio

Vibragdes de deformacdo no plano  Vibragdes de deformacio fora do plano

Figura 6.4 - Vibrag¢oes de um grupo de atomos (+ e - significam
vibracoes perpendiculares ao plano do papel) (Dyer, 1969).

Segundo Dyer (1969), um valor aproximado para a freqiiéncia do estiramento
(v, em cm’) de uma ligacdo ¢ relacionado as massas dos dois atomos (M e M, em

gramas), a velocidade da luz (C), ¢ constante de forga da ligacdo (k, em dina/cm):

II 2 ()

1
V=
2| MM, (M, + M)
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Ligacdes simples, duplas e triplas tém constantes de forca que sdo
aproximadamente 5,10 e 15 x 105 dina/cm, respectivamente. O valor do coeficiente de
extingdo molar na espectroscopia infravermelha varia de quase zero até ao redor de
2.000. O valor ¢ proporcional ao quadrado da variagdo do momento dipolar na molécula
causado por uma determinada vibracdo. Picos de absor¢cdo devidos a vibracao de
estiramento sdo geralmente os picos mais intensos do espectro (DYER,1969).

Talvez a mais poderosa finalidade da espectroscopia no infravermelho seja a de
estabelecer com seguranga a identidade de duas amostras que apresentam o mesmo
espectro quando determinado do mesmo modo. A regido de 7-11p (1430 - 910cm™)
contém muitas absor¢des causadas por vibragdes de deformacao assim como absorgdes
causadas por vibragoes de estiramento C-C, C-O e C-N. Como a muitas mais vibragdes
de deformagao do que de estiramento em uma molécula, esta regido do espectro ¢ muito
rica em bandas de absor¢des e inflexdes. Ajuda a identificacdo o fato de que de a
molécula tem, comumente, uma série complexa de bandas de absor¢do em uma
determinada faixa de comprimento de onda, essa regido ¢ chamada regido de impressoes
digitais do espectro, mas sua presenga a substancia por comparagdo do espectro com

uma colegdo de espectros (DYER, 1969; ATKINS, 2002).
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6.2 — Apéndice (B)

6.2.1 — Resolucoes

Portaria n° 02-DINAL/MS, de 28 de janeiro de 1987
(D.O. de 09.02.87)

O Diretor da Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria de Alimentos/DINAL da
Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso das atribui¢des que lhe confere o
item III do Artigo n° 39 da Portaria n® 270/Bsb, de 19 de julho de 1978, e considerando:

1- Que as informagdes toxicologicas sobre os corantes Amarelo Acido ou Amarelo
Soélido (13015) Azul de Indantreno ou Azul de Alizarina (69.800) Laranja GGN (15980)
Vermelho Soélido e (16045) e Escarlate GN (14815), usados como aditivos em
alimentos, sdo insuficientes para uma avaliagdo do grau de risco toxicologico,
especialmente quanto ao metabolismo, efeitos sobre a reprodugdo, embriotoxidade,
carcinogenicidade, mutagencidade e teratogenicidade;

2- Que o Grupo de Peritos em Aditivos Alimentares da FAO/OMS (JECFA) nao
estabeleceu IDA (Ingestdo Diaria Aceitdvel) para os referidos corantes (aditivos) tendo
em vista a insuficiéncia de dados para se concluir quanto ao risco toxicoldgico que estes
apresentam,

3- Que a auséncia de informacgdes toxicoldgicas representa risco potencial a saude
publica;

Resolve:

I- Excluir da Tabela I do Decreto 55871/65, os corantes Amarelo Acido ou Amarelo
Soélido (13015) Azul de Indantreno ou Azul de Alizarina (69800) Laranja GGN (15980)
Vermelho Sélido E (16045) E Escarlate GN (14815) para uso em alimentos.

II- Conceder o prazo de 60 (sessenta) dias a partir da data de publicagdo desta Portaria
para as Empresas requererem junto a DINAL a substituicdo dos Corantes proibidos por
sucedaneos permitidos na Tabela I do Decreto 55871/65.

III- Fica estabelecido o prazo de 180 (cento e oitenta) dias a partir da data de publicagao
desta Portaria para definir as averbacdes de substitui¢des dos corantes proibidos, bem
como as alteracdes necessarias nos rotulos.

IV- Decorrido o prazo de 180(cento e oitenta) dias da data de publicagdo desta Portaria,
ficam proibidos os corantes citados no item I, para uso em alimentos.

V- Esta Portaria entrard em vigor na data de sua publicacdo revogadas as disposi¢des
em contrario.
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Resolucao - CNNPA n° 44, de 1977
Publicada DOU - Segao I, 01/02/78 e 24/04/78

A Comissao Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos, do Ministério da Saude, em
reunido realizada em 25 de novembro de 1977, com fundamento nos artigos 5°, item 1 e
10°, do Decreto-Lei n° 986, de 21 de outubro de 1969, resolveu estabelecer as condicoes
gerais de elaboragdo, classificacdo, apresentacdo, designagdo, composicao e fatores
essenciais de qualidade dos corantes empregados na producdo de alimentos(e bebidas).

1. DEFINICAO

Para os efeitos desta Resolugdo, considera-se corante a substancia ou a mistura de
substancias que possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloragao de
alimento(e bebida).

1.1. Excluem-se da definicao acima, os sucos e/ou os extratos de vegetais e outros
ingredientes utilizados na elaboracao de alimentos (e bebidas) que possuem coloragao
propria, salvo se adicionados com a finalidade de conferir ou intensificar a coloragdo
propria do produto.

2. CLASSIFICACAO

Os corantes serdo classificados como:

2.1. Corante organico natural - aquele obtido a partir de vegetal, ou eventualmente, de
animal, cujo principio corante tenha sido isolado com o emprego de processo
tecnologico adequado.

2.2. Corante organico sintético - aquele obtido por sintese organica mediante o emprego
de processo tecnoldgico adequado.

2.2.1. Corante artificial - € o corante organico sintético nao encontrado em produtos
naturais.

2.2.2. Corante organico sintético idéntico ao natural - € o corante organico sintético cuja
estrutura quimica ¢ semelhante a do principio ativo isolado de corante organico natural.
2.3. Corante inorganico - aquele obtido a partir de substancias minerais e submetido a
processos de elaboragdo e purificacdo adequados a seu emprego em alimento.

2.4. Caramelo - o corante natural obtido pelo aquecimento de agucares a temperatura
superior ao ponto de fusdo.

2.5. Caramelo (processo amonia) - ¢ o corante organico sintético idéntico ao natural
obtido pelo processo amonia, desde que o teor de 4-metil, imidazol ndo exceda no
mesmo a 200mg/kg (duzentos miligramas por quilo).
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RESOLUCAO N° 388, DE 5 DE AGOSTO DE 1999

O Diretor-Presidente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -. ANVISA,
no uso de suas atribui¢cdes e considerando: a necessidade de constante aperfeicoamento
das agdes de controle sanitario na area de alimentos visando a prote¢do a saude da
populacdo; a importincia de compatibilizar a legislacdo nacional, com base nos
instrumentos harmonizados no Mercosul relacionados a aditivos alimentares (Resolugao
GMC n°54/98); que ¢ indispensavel o estabelecimento de regulamentos técnicos sobre
aditivos em alimentos, com vistas a minimizar os riscos a saude humana; que ¢
necessario aprovar o uso de Aditivos Alimentares, estabelecendo suas Fungdes e seus
Limites Maximos para a Categoria de Alimentos 19 : Sobremesas, resolve:

Art. 1° Aprovar o "REGULAMENTO TECNICO QUE APROVA O USO DE
ADITIVOS ALIMENTARES, ESTABELECENDO SUAS FUNCOES E SEUS
LIMITES MAXIMOS PARA A CATEGORIA DE ALIMENTOS 19 -
SOBREMESAS", constante do Anexo desta Resolugao. .

Art. 2° O descumprimento desta Resolucdo constitui infracdo sanitdria sujeitando os
infratores as penalidades da Lei n.° 6.437, de 20 de agosto de 1977 e demais disposigdes
aplicaveis.

Art. 3° Revogam-se as disposi¢des em contrario, especialmente, os itens da Tabela I -
Aditivos Intencionais por Classe Funcional anexa da Resolugdo CNS/MS n.° de
24/11/88, da Portaria DINAL/MS n.° 38 de 15/12/89, da Portaria DETEN/MS n.° 13 de
11/01/96, referentes aos seguintes alimentos: sobremesas de gelatina, outras sobremesas
e seu pos para preparo, pudins e flans e seus pos para o preparo.

Art. 4° Esta Resolucao entrara em vigor na data de sua publicacao.

GONZALO VECINA NETO

ANEXO

"REGULAMENTO TECNICO QUE APROVA O USO DE ADITIVOS

ALIMENTARES, ESTABELECENDO SUAS FUNCOES E SEUS LIMITES
MAXIMOS PARA A CATEGORIA DE ALIMENTOS 19 - SOBREMESAS”
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GRUPO 19 - Sobremesas

NUmero FUNCAO / NOME Limite maximo

INS g/100g

19.1. sobremesas de gelatina

19.1.1. PRONTAS PARA O CONSUMO

CORANTE
100 i Curcumina, circuma 0,015 (como)
curcumina)
101 Riboflavina guantum satis
101 ii Riboflavina 5'- fosfato de sddio guantum satis
102 Tartrazina 0,015
110 Amarelo crepusculo 0,01
120 Carmim/cochonilha/Acido carminico 0,015
122 Azorrubina 0,01
123 Amaranto, Bordeaux S 0,01
124 Ponceau 4 R 0,01
127 Eritrosina 0,005
129 Vermelho 40 0,015
131 Azul patente V 0,015
132 Indigotina 0,015
133 Azul brilhante FCF 0,015
140 | Clorofila quantum satis
140 i Clorofilina quantum satis
141 i Clorofila ctprica quantum satis
141 ii Clorofilina clprica quantum satis
143 Verde rapido FCF 0,015
150 a Caramelo | - Simples quantum satis
150 b Caramelo 11 - processo sulfito caustico quantum satis
150 ¢ Caramelo 111 - processo amonia quantum satis
150 d Caramelo 1V - processo sulfito aménia quantum satis
160 a i Caroteno: beta - caroteno sintét ico quantum satis
160 a ii Carotenos naturais (alfa, beta e gama) quantum satis
160 b Urucum/bixina/norbixina 0,001 (como bixina)
160 c Paprica/capsorubina/capsantina quantum satis
160 e Beta-apo-8?carotenal 0,015
160 f Ester etilico ou metilico do acido beta-apo-|0,015
8?carotendico
162 Vermelho de beterraba, betanina quantum satis
163 i Antocianinas guantum satis
171 Dioxido de titanio quantum satis
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RESOLUCAO N° 389, DE 5 DE AGOSTO DE 1999

O Diretor-Presidente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, no
uso de suas atribuicbes e considerando: a necessidade de constante aperfeicoamento
das acdes de controle sanitario na area de alimentos visando a protecdo a saude da
populacdo; que é indispensavel o estabelecimento de regulamentos técnicos sobre
aditivos em alimentos, com vistas a minimizar os riscos a salde humana; que é
necessario aprovar o uso de Aditivos Alimentares, estabelecendo suas Funcdes e seus
Limites Maximos para a Categoria de Alimentos 16: Bebidas - Subcategoria 16.2.2 -
Bebidas Nao Alcodlicas Gaseificadas e Nao Gaseificadas, resolve:

Art. 1° Aprovar o "REGULAMENTO TECNICO QUE APROVA O USO DE ADITIVOS
ALIMENTARES, ESTABELECENDO SUAS FUNQ()ES E SEUS LIMITES MAXIMOS PARA A
CATEGORIA DE ALIMENTOS 16: BEBIDAS - SUBCATEGORIA 16.2.2 - BEBIDAS NAO
ALCOOLICAS GASEIFICADAS E NAO GASEIFICADAS", constante do Anexo desta
Resolugao.

Art. 2° O descumprimento desta Resolucdo constitui infragdo sanitaria sujeitando os
infratores as penalidades da Lei n.° 6.437, de 20 de agosto de 1977 e demais
disposi¢cBes aplicaveis.

Art. 3° Revogam-se as disposi¢cdes em contrario, especialmente, os itens da Tabela | -
Aditivos Intencionais por Classe Funcional anexa da Resolucdo CNS/MS n.° 04 de
24/11/88 e da Portaria DETEN/MS n.© 97 de 06/03/96, referentes aos seguintes
alimentos: preparados para refrescos e refrigerantes, bebidas ndo alcodlicas
gaseificadas ou ndo gaseificadas e seus pds para preparo.

Art. 4° Esta Resolugéo entrara em vigor na data de sua publicacéo.

GONZALO VECINA NETO

ANEXO

REGULAMENTO TECNICO QEJE APROVA O USO ,DE ADITIVOS ALIMENTARES,
ESTABELECENDO SUAS FUNCOES E SEUS LIMITES MAXIMOS PARA A CATEGORIA DE

ALIMENTOS 16 : BEBIDAS - SUBCATEGORIA 16.2.2 - BEBIDAS NAO ALCOOLICAS
GASEIFICADAS E NAO GASEIFICADAS
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CATEGORIA 16 - BEBIDAS

Numero

FUNCAO / NOME

Limite maximo

INS

g/100mL

16.2.2. BEBIDAS NAO ALCOOLICAS GASEIFICADAS E NAO GASEIFICADAS

16.2.2.1 PRONTAS PARA O CONSUMO

CORANTE

100 Curcumina, circuma 0,01

101 Riboflavina guantum satis
101 ii Riboflavina 5'- fosfato de sédio quantum satis
102 Tartrazina 0,01

110 Amarelo crepusculo 0,01

120 Carmim/cochonilha/acido carminico 0,01

123 Amaranto, Bordeaux S 0,005

124 Ponceau 4R 0,005

127 Eritrosina 0,001

129 Vermelho 40 0,01

131 Azul patente V 0,005

132 Indigotina 0,01

133 Azul Brilhante FCF 0,01

140 i Clorofila quantum satis
140 i Clorofilina quantum satis
141 i Clorofila cuprica quantum satis
141 ii Clorofilina cuprica guantum satis
143 Verde rapido FCF 0,005

150 a Caramelo | - simples quantum satis
150 b Caramelo Il - processo sulfito caustico guantum satis
150 ¢ Caramelo Il - processo amonia quantum satis
150 d Caramelo 1V - processo sulfito-amonia guantum satis
160 a i Caroteno: beta - caroteno sintético guantum satis
160 a i Carotenos naturais (alfa, beta e gama) guantum satis
160 b Urucum/bixina/norbixina 0,005

160 c Paprica/capsorubina/capsantina quantum satis
160d Licopeno 0,01

160 e Beta-apo-8?carotenal 0,01

160 f Ester etilico ou metilico do &cido beta-apo-|0,01

8?carotendico

161 b Luteina 0,01

162 Vermelho de beterraba, betanina quantum satis
163 i Antocianinas guantum satis
171 Dioxido de titanio guantum satis
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	O DNA nativo consiste em duas cadeias antiparalelas num arra
	Figura: 1.3 - Modelo diagramático da dupla hélice do DNA    
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