Neste artigo, é apresentado um experimento simples: a extragdo de DNA de tomates utilizando
procedimentos laboratoriais de facil execugdo e reagentes de baixo custo. Trata-se de um tema atual
a partir do qual se pode trabalhar uma série de conceitos quimicos e bioquimicos fundamentais.
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tualmente, o homem é capaz

de manipular o material gené-

tico (engenharia genética) de
tal forma que torna possivel a produ-
cao de organismos geneticamente
modificados (transgénicos). A tenta-
tiva estd em se obter um organismo
de melhor qualidade ou com caracte-
ristica de interesse antes nao presen-
te.

Isso é possivel porque o material
genético responsavel pela heredita-
riedade é também responsavel pela
producédo de proteinas de um orga-
nismo - proteinas essas que, por sua
vez, serdo responsaveis direta ou
indiretamente pelas caracteristicas
observadas no “ser vivo”.

Para atingir esse avancado desen-
volvimento biotecnolégico, foi neces-
sario conhecer ndo apenas 0 geno-
ma, mas a estrutura do material gené-
tico, possibilitando assim a escolha
do gene de interesse e o seu isola-
mento. Isso faz da extragao do mate-
rial genético uma atividade basica de
extrema importancia para o seu pro-
prio estudo.

O estudo da composi¢ao do ma-
terial genético dos seres vivos teve
inicio ainda no século XIX com as
descobertas de Friedrich Miescher
em 1869. A partir do pus humano e
do esperma de salméo, o bioquimico
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suico isolou uma substancia com alto
teor de fosfato, a qual denominou
nucleina, pois se encontrava no inte-
rior do nucleo celular. Dando continui-
dade aos seus estudos, Miescher
separou depois a nucleina em subs-
tancias protéicas e em substancias
acidas, vindo dal a denominacéo aci-
do nucleico.

Posteriomente, o russo Phoebus
A.T Levene e seus colaboradores ini-
ciaram o estudo das substancias des-
cobertas por Miescher. Contudo,
acreditavam que era a parte protéica
a responsavel pela hereditariedade.
Esse equivoco levou décadas para
ser esclarecido até que, em meados
de 1928, o médico bacteriologista in-
glés Frederick Griffith descobriu que
uma determinada substancia ainda
nao identificada era capaz de passar
de células bacterianas mortas para
ceélulas vivas. Finalmente, em 1944, o
canadense Oswald T. Avery e seus
colaboradores mostraram claramente
o que era DNA (acido desoxirribonu-
cléico) e RNA (acido ribonucléico),
inaugurando assim a ciéncia denomi-
nada de Genética Molecular.

O estudo da estrutura do DNA pro-
priamente dita iniciou-se com Erwin
Chargaff, que determinou as propor-
coes entre as bases nitrogenadas. No
entanto, a estrutura dessa molécula
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mostrava-se ainda demasiadamente
complexa e extraordinéria.

Antes de terminar a primeira meta-
de do século XX, baseados em expe-
rimentos anteriores de Maurice
Wilkins e Rosalind Franklin sobre a
difracéo de raios X das fibras de DNA,
Watson e Crick conclufram que o aci-
do desoxirribonucléico (DNA) era
composto por nucleotideos que ti-
nham uma estrutura basica, com trés
tipos de componentes quimicos: (1)
fosfato; (2) desoxirribose, um acucar
classificado como uma pentose; e (3)
bases nitrogenadas (Figura 1), e que
se comportavam de maneira a formar
uma estrutura em hélice complemen-
tar.

Os nucleotideos sdo mantidos na
fita por ligacbes denominadas de
fosfodiester, na qual um grupo fosforil
fica entre os dois nucleotideos, crian-
do um esqueleto repetitivo de aclcar-
fosfato e nao permitindo quebras. O
grupo fosforil também déa ao DNA a
caracteristica negativa (Figura 1). Os
filamentos de nucleotideos sdo man-
tidos juntos por ligacdes de hidrogé-
nio, sendo que estas sao sempre en-
tre uma purina (guanina e adenina) e
uma pirimidina (citosina e timina). O
numero de ligacbes de hidrogénio va-
ria conforme a combinacao das ba-
ses nitrogenadas, sendo trés ligacdes
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Material

* 1 tomate

* Cloreto de sodio (4 g equi-
valente a 4 colheres de café)
* Agua

* Etanol 96% (élcool etilico
comercial; como alternativa
pode ser utilizado também &l-
cool de cereais (99%) encon-
trado em lojas de produtos

Fosfato

Figura 1: Representagcao esquematica da ligagao

entre dois nucleotideos.

entre guanina e citosina e duas entre
adenina e timina (Figura 2).

Esta estrutura complexa do DNA,
mantida por ligagbes quimicas cova-
lentes e ndo covalentes, esta arma-
zenada no nucleo. Logo, para que se
possa ter acesso a ela, é necessario
romper paredes celulares, membra-
nas lipoprotéicas e diminuir a intera-
cao de proteinas necessérias para o
empacotamento do DNA.

| Guanina

Citosina H

Figura 2: Detalhe das ligagbes de hidrogénio

entre as bases nitrogenadas.
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Adenina

para perfumaria e farmacias
de manipulacéo)

* Detergente comercial (6 mL)
* Gelo (4 a 5 bandejas)

* Papel de filtro

* Bandeja pléastica (para fazer
banho de gelo)

e Faca

* Funil

* Béquer de 500 mL

* Béquer de 100 mL

e Termémetro

¢ Tubos de ensaio

* Tripé e tela de amianto

* Mixer ou liquidificador

Procedimento experimental

Em um béquer de 500 mL, picar o
tomate com uma faca e depois tritura-
lo, utilizando um mixer durante 10 s.

Em um béquer de 100 mL, prepa-
rar a solugao de lise: 6 mL de deter-
gente concentrado, 4 g de cloreto de
sodio, completando o volume
com agua até 60 mL.

Adicionar a solugao de lise
(60 mL) ao béquer de 500 mL
contendo o tomate triturado.
NH Homogeneizar a solucao de
lise com a polpa de tomate e
colocar o béquer em banho-
maria (55 °C) por 10 min, cui-
dando para que a solucao nao
entre em fervura.

Preparar um banho de gelo
em uma bandeja.

Apods os 10 min de banho-
maria, transferir o béquer para
0 banho de gelo por um perio-
do de 5 min.

Filtrar 4 mL da solucao para
um tubo de ensaio.

Adicionar 4 mL de etanol
gelado ao tubo de ensaio. Du-
rante a adicao do etanol, obser-
var atentamente o que ocorre
no tubo.
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Resultados e discussdao

O processo de extragao de DNA
envolve, a principio, trés procedimen-
tos basicos: 1) lise dos tecidos e célu-
las; 2) remogéo de proteinas e outros
fragmentos de material do DNA; e 3)
precipitacao do DNA. As etapas reali-
zadas nesse procedimento de extra-
¢ao do DNA, no caso o tomate, estéao
na Figura 3.

As etapas apresentadas no fluxo-
grama da Figura 3 estao ilustradas na
Figura 4.

No processo de extracao de DNA,
cada uma das etapas tem a sua
importancia. Segue-se assim a discus-
sao e aexplicagédo de cada uma delas:

* Ahomogeneizagao do tecido (au-
mento da superficie de contato) faz
com que a parede celular sejarompida.
Esse aumento faz com que a solugéo
de lise aja sobre um maior nimero de
células, liberando um grande nimero
de moléculas de DNA. As substancias
utilizadas para provocar a lise das
células e os nlcleos sé&o o detergente
eosal

Como as membranas plasméatica e
nuclear sdo compostas principalmente
por lipidios, as moléculas de deter-
gente as desestruturam e provocam a
sua ruptura, deixando assim o DNA
disperso na solucao.

* Aadicao do sal (NaCl) proporcio-
na um ambiente favoravel para extra-
¢ao do DNA, pois o sal, depois de
dissolvido, sofre dissociacao e con-
tribui com fons positivos (Na*), que
neutralizam a carga negativa do grupo
fosfato do DNA, e com fons negativos
(Cl), que por sua vez neutralizam a
carga positiva das proteinas ligadas
inicialmente ao DNA. Dessa forma, a
molécula de DNA néo sofre repulsdo
de cargas entre si, 0 que favorece sua
aglomeracao.

* O aumento da temperatura au-
menta a energia cinética entre as molé-
culas, favorecendo o processo de
solubilizagdo das membranas pelo
detergente. Além disso, a alta tempe-
ratura provoca a desnaturagao térmi-
ca de varias proteinas e enzimas,
dentre elas as DNAses que podem de-
gradar o DNA.

¢ O chogue térmico, processo res-
ponséavel pela diminuicéo rapida da
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Figura 3: Fluxograma das etapas do processo de

extracao de DNA de tomate.

temperatura do sistema, serve para
manter “inativadas” as proteinas e as
enzimas. A diminui¢do brusca da tem-
peratura desfavorece ainda a interagao
entre as fitas da molécula de DNA,
mantendo-as abertas no meio.

* O processo de filtragao faz com

> Lise de tecidos e células

> Remogao de proteinas

gue ocorra a separagao en-
tre particulas solidas e liqui-
das.

* Aadi¢do do etanol gela-
do faz com que ocorra a
precipitacao do DNA devido
a sua baixa solubilidade nes-
se solvente (quanto mais
gelado, menor a solubilidade
e melhor o processo extra-
tivo). Nele também o DNA
aumenta sua compactacao e
tende a formar fibras.

Nessa etapa final, apds a
formacéo da nuvem esbran-
quicada no tubo de ensaio
constituida por DNA (Figura
49), pode-se introduzir um
bastao de vidro no tubo e,
com movimentos circulares,
enrola-lo no bastao.

Consideracoes finais

Este artigo propde uma
estratégia didatica para a
experimentacéo de quimica
em escolas de Ensino Mé-
dio, associando métodos de
extracdo, efeito de deter-
gentes, interagdes idnicas e
solubilidade. No entanto, cabe ressal-
tar que, embora ilustrativo, o proce-
dimento realizado proporciona a
obtencao de uma quantidade de DNA
impuro. A extragéo de DNA pode ser
realizada a partir de outros alimentos
como: cebola, kiwi, morango e figado,

Figura 4. Etapas realizadas para a extracao do DNA do tomate: a) processo de trituracao;
b) adicao de solucao de lise; c) aquecimento; d) choque térmico; e) filtracao; f) separagéo
de fases (adigao de etanol gelado); e g) precipitacdo do DNA.
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utilizando-se procedimento seme-
lhante.

Questoes para discussao

1) Qual a importancia quimica da
utilizacao de sal em uma das etapas
de extragao de DNA?

2) Qual a caracteristica quimica
presente na molécula de detergente
(tensoativo) responsavel pela lise das
membranas celulares?

3) Por que é necesséria a utiliza-
Gao de etanol gelado em vez de eta-
nol em temperatura ambiente na
extracado de DNA? Qual o efeito da
temperatura na solubilidade do DNA
no etanol?
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Abstract: Chemical Approach to Tomato’s DNA Extrac-
tion — In this article, a simple experiment is presented: the
extraction of DNA of tomatoes using laboratories proce-
dures of easy execution and reagents of low cost. It is a
current subject from which one might teach a basic series
of chemical and biochemical concepts.

Keywords: extraction processes , DNA, tomato

N° 25, MAIO 2007



