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EXPERIMENTACAO NO ENSINO DE Quimica

Fernanda Romanholi Pinhati

Este trabalho visa apresentar um protocolo para montagem e execuc¢ao de um sistema eletroforético em
sala de aula. O sistema € elaborado a partir de materiais e reagentes alternativos, baratos e de fécil aquisi¢ao
em substituicdo aos principais componentes utilizados em laboratérios de biologia molecular. Dentre os
materiais sugeridos, estdo pote de pldstico, manteigueira, pente, fios de cobre e ago, fonte de impressora,
bicarbonato de sédio, corante comestivel e amido de milho. Por meio dessa pratica, o professor pode propor
aos alunos atividades em que eles podem participar tanto da confeccdo do sistema, quanto da aplicagdo
prética de uma eletroforese de DNA de banana previamente extraido. No decorrer dessa atividade, professor
e alunos tém a chance de discutir conceitos importantes de quimica, fisica e biologia.
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s métodos de manipulacdo dos dcidos nucleicos

baseiam-se em suas propriedades intrinsecas, ou

seja, o fato de serem naturalmente carregados nega-
tivamente devido a presenga dos grupos fosfatos (Campbell;
Farrell, 2007).

A carga e o tamanho s@o as duas propriedades mole-
culares dos 4cidos nucleicos frequentemente utilizadas na
detecc¢do e separagdo. Uma das técnicas mais utilizadas em
biologia molecular € a eletroforese em gel, que emprega
essas duas propriedades. A eletroforese baseia-se na movi-
mentagdo das particulas carregadas em um campo elétrico
em funcdo da razdo entre sua carga e sua massa. Assim,
quando uma amostra for aplicada em um suporte (gel), uma
corrente elétrica passard por esse meio e induzird a separagao.
Os 4cidos nucleicos possuem carga negativa em pH neutro
e, quando colocados em um campo elétrico entre eletrodos,
migrardo em dire¢do ao eletrodo positivo. Os fragmentos de
acido nucleicos menores deslocam-se mais que os maiores
em uma separagao eletroforética (Campbell; Farrell, 2007).

Em sua maioria, as separacdes sdo realizadas com um
gel de agarose submerso por tamp@o em uma camara. A
agarose, comumente utilizada para confeccionar o gel, é
extraida de diversos géneros e espécies de algas marinhas
vermelhas que consiste em uma mistura heterogénea de
dois polissacarideos: agarose e agaropectina (Lee et al.,
2012). No entanto, devido ao seu custo elevado, inviabiliza
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muitas vezes a realizacdo dessa pratica em sala de aula.
Alguns trabalhos optaram por utilizar o amido de milho
em substituicdo a agarose. O amido de milho € um mate-
rial barato, de fécil localizagdo e aquisi¢do, o que tornaria
vidvel o experimento (Martinez et al., 2008). Entretanto, os
trabalhos ainda se mantém presos a reagentes especificos
de biologia molecular, que mesmo sendo de baixo custo
em relacdo a agarose, ndo atendem as dificuldades a que
muitas escolas sdo submetidas, de modo que a sugestdo de
reagentes baratos ¢ fundamental.

O objetivo deste trabalho € desenvolver um sistema de
eletroforese utilizando materiais de facil aquisicdo, que possa
ser praticado em salas de aula da 3* série do ensino médio e
promover a interdisciplinaridade do tema, visto que o expe-
rimento aborda conceitos de biologia, quimica e fisica. Os
alunos podem participar desde a montagem do sistema até
o seu funcionamento, sempre sob supervisao do professor,
visando garantir a integridade fisica dos alunos.

Materiais ¢ métodos

Montagem da cuba eletroforética

Materiais necessarios: pote de plastico (24,0 x 16,0 x
3,5cm), manteigueira (17,0 x 9,0 x 2,0cm), 2 fios de cobre
(6,0cm), 2 fios de aco (14 cm), 1 pente, cola epdxi, fonte e
2 presilhas tipo jacaré (Figura 1).
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Figura 1: Materiais necessarios para a montagem de um sistema
de eletroforese: pote de plastico, fios de cobre e ago, mantei-
gueira, pente, fonte e presilhas tipo jacaré.

Os fios de cobre e aco devem ser cortados com auxilio
de um alicate. Pressionando-se o fio de cobre contra o
canto superior e inferior de um dos lados do pote, deve-se
fixa-lo na base de pléstico, ndo deixando que o fio perfure
totalmente o pote. Aplica-se a cola ep6xi na base do fio de
cobre e prende-se o fio de aco em torno do fio de cobre na
extremidade mais proxima a base (Figura 2). Os eletrodos
também podem ser formados apenas por fios de cobre ou
de aco dobrados em L, sendo necessario no minimo 20 cm
destes para cada eletrodo. O pente pode ser de um modelo
convencional, de hastes arredondadas. Deve-se cortar
o cabo do pente e, em seguida, marcar quais das hastes
devem ser removidas para permitir o encaixe nas bordas
da manteigueira. Outra opg¢do de pente € utilizar a lateral
da tampa da manteigueira. Tal como foi realizado com o
pente convencional, deve-se moldar a lateral da tampa da
manteigueira, tomando-se esta como referéncia, e recortar
os dentes (Figura 3).
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Figura 2: llustragdo mostrando como os fios de cobre e de ago
podem ser presos ao pote de plastico.

Figura 3: Imagens do pente convencional e da lateral da tampa
da manteigueira recortados para formar os pentes que permitirao
a formagao dos pogos no gel de amido.
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Preparacdo de gel e solucdo tampdo

Material necessdrio: borato de sédio (NaBO,) ou bicar-
bonato de s6dio (NaHCO,), amido de milho, dgua, 2 copos
descartaveis, copo medidor, frasco de vidro ou pléstico (500
mL), béquer de 250 mL ou panela comum, suporte, grade e
bico de Bunsen ou fogdo a gés, colher ou bastdo de vidro.

Preparo da solucdo tampao: pesar 0,34g de borato de
sodio ou 3,48g de bicarbonato de sédio em copo descarta-
vel. Com auxilio de copo medidor, medir 500 mL de dgua
e solubilizar o sal. Transferir a solucdo para frasco de vidro
ou garrafa descartédvel.

Preparo do gel: pesar 28g de amido de milho em copo
descartdvel e acrescentar 150 mL do tamp@o borato ou tam-
pao bicarbonato de s6dio em um béquer de 250 mL. Com
auxilio de um suporte e uma grade para bico de Bunsen ou
utilizando a panela e o fogo a gés, prepara-se o gel, mexendo
a mistura vagarosamente com o auxilio do bastio de vidro até
que adquira uma consisténcia firme. O gel deve ser vertido
sobre o pano do tipo multiuso que cobre a manteigueira.
Finalmente, deve-se encaixar o pente sobre o gel para criar
os pogos (Figura 4). O gel deve ser levado a geladeira por
2 h para que adquira uma consisténcia firme.

Figura 4: Disposicao do gel: este deve ser aplicado sobre o pano
do tipo multiuso que forra a manteigueira e, em seguida, deve-se
aplicar o pente.

Preparagdo da amostra e aplicagdo no gel

Extragdo do DNA de banana: o DNA de banana foi ex-
traido conforme descrito por Rodrigues et al. (2008).

Material necessdrio: corante comestivel, seringa descar-
tavel (1 mL), copo descartdvel (50 mL), palito de madeira.

No copo descartdvel, deve-se acrescentar 2 gotas de tam-
pao, 1 gota do corante e uma pequena quantidade do DNA
de banana, seguido de homogeneizagdo com auxilio do palito
de madeira. Diferentes amostras podem ser preparadas, caso
sejam utilizados corantes de diferentes cores. Ap6s a solidifi-
cacdo do gel, o pente deve ser retirado cuidadosamente. O gel
deve ser retirado diligentemente da manteigueira e transferido
junto com o pano do tipo multiuso para o pote de plastico. O
pano deve ficar em contato com os fios de aco. Em seguida, 3
ou 4 gotas da amostra previamente preparada (DNA + tampao
+ corante) devem ser aplicadas no gel com o auxilio da seringa.
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Ap6s a aplicagdo da amostra no gel, cuidadosamente 100
mL da solug@o tampao deve ser vertida no pote de plastico.
E importante que o tampdo cubra completamente os fios de
aco, mas nao deve ultrapassar a altura do gel, para que ndo
remova o material de dentro dos pocos. As presilhas tipo
jacaré devem ser presas ao fio de cobre, de modo que o fio
correspondente ao polo negativo deva ser conectado ao fio
de cobre mais proximo do material genético e o fio corres-
pondente ao polo positivo, na extremidade mais distante do
material genético (Figura 5).

Figura 5: O uso das presilhas jacaré: conforme instrugdo no
verso da fonte, o fio correspondente ao polo negativo deveréa ser
conectado ao fio de cobre mais préximo do material genético e o
fio correspondente ao polo positivo, na extremidade mais distante
do material genético.

Resultados e discussao

O sistema de eletroforese proposto € composto de mate-
riais de facil aquisicdo, baratos e muito utilizado nas cozinhas
convencionais. Os materiais fazem alusio aos equipamentos
originais utilizados nos laboratérios de biologia molecular.
A cuba eletroforética foi substituida pelo pote de plastico,
cujos eletrodos, que conduzem a corrente, foram fixados. A
manteigueira faz o papel do suporte que enforma o gel. O
pente tem a funcdo de formar os pogos no gel, onde devem
ser aplicadas as amostras.

Em relacdo aos reagentes, a agarose, substincia que se
torna gelatinosa com o aquecimento e firme ap6s o resfria-
mento, comumente utilizada nos laboratérios de biologia
molecular, foi substituida pelo amido de milho. O amido € de
facil aquisicdo e simulou o papel proposto pela agarose, que
seria formar uma rede para prender as moléculas em razdo
de sua carga/massa. Outra vantagem do amido € a possibi-
lidade de reutilizac@o do gel. Ap6s a corrida eletroforética,
descartou-se apenas a regido do gel em que houve deposi-
¢do dos corantes, todo o restante foi novamente aquecido,
acrescido de mais tamp@o e amido e vertido na manteigueira
para reutilizacdo. Em testes, o gel foi reutilizado por quatro
vezes sem prejudicar os resultados.

O tampao comumente utilizado € o borato de sédio que,
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segundo alguns trabalhos, € encontrado em farmdcia de
manipulacdo (Martinez et al., 2008). Entretanto, em nossa
regido, o reagente ndo se encontrava a venda. Um reagente
alternativo proposto € o bicarbonato de s6dio que, tal como
o borato de sédio, poderd atuar como tampao. Quando em
solucdo, o bicarbonato de sédio (NaHCOW) dissocia-se
em fons, permitindo que coexista em solucdo as espécies
HCO,/H,CO,, que caracterizam um sistema tampao. Devido
a presenca desses dois componentes, os tampdes t€m a pro-
priedade de resistir as mudangas no pH (Marconato et al.,
2004). O potencial elétrico, que serd aplicado pela fonte,
promoverd a eletrélise da dgua e de outros fons presentes
em solucdo, consequentemente sdo gerados fons H,O* e
OH'. Assim, para evitar alteracdes bruscas no valor de pH,
adiciona-se a solucdo tampao.

O azul de bromofenol (C H, Br,O,S), corante normal-
mente utilizado em laboratdrios de biologia molecular no
preparo da amostra de DNA, pode ser substituido por co-
rante comestivel, barato e de facil aquisi¢do. Por meio desse
corante, sera possivel monitorar a corrida eletroforética em
funcdo de sua distancia percorrida no gel. A fonte utilizada
foi obtida de uma impressora em desuso, conferindo uma
voltagem de 20-30V.

Os testes mostraram que, ao se preparar o gel mais
espesso, um maior volume de solugio tampdo poderia ser
utilizado, resultando em uma melhor distribuicdo da corrente
elétrica por todo o gel. Entretanto, ndo se deve deixar que o
tampao ultrapasse as bordas do gel, porque o liquido na parte
superior do gel provocaria a saida do material aplicado den-
tro do poco, prejudicando a corrida (Figura 6A). Tomando
esse cuidado, ndo ha necessidade de acrescentar a amostra
um reagente que aumente sua viscosidade como o glicerol.
Em sistemas de eletroforese em que o gel fica submerso, o
preparo da amostra deve conter esse reagente. Com essas
devidas observacdes, em aproximadamente 50 minutos, €
possivel a visualiza¢@o nitida e clara do corante percorrendo
o gel em direcdo ao polo positivo (Figura 6B). Nos pocos
1 e 2, foram aplicadas, em duplicata, a amostra preparada
com corante comestivel e, nos pocos 3 e 4, preparada com
azul de bromofenol. Em fun¢do da maior massa molecular
do segundo corante, observa-se uma ligeira diferen¢a na dis-
tancia percorrida entre os corantes no gel quando submetidos
a mesma diferenca de potencial (ddp).

O DNA, tendo carga negativa em pH neutro, migra em
dire¢@o ao polo positivo e, em razdo de sua massa/carga,
ocupard uma posic¢ao especifica no gel. No entanto, ndo é
possivel visualizar a exata localizagio do fragmento de DNA
aplicado no gel por meio desse sistema. Para a visualizacdo
desses fragmentos, € necessario, por exemplo, a imersdo do
gel, ao fim da corrida eletroforética, em uma solucdo diluida
de um corante fluorescente. Um exemplo € o brometo de
etidio (EtBr) (C, H,OBrN,), que se intercala a dupla hélice
do DNA. No entanto, essa visualizacdo somente ocorrera
apods o gel ser exposto a luz ultravioleta, permitindo a ob-
servacdo de bandas laranja fluorescentes e destacando as
regides de alta concentragcdo de DNA (Carniello et al., 2008).
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Figura 6: (A) Visualizagao do material aplicado no pogo. (B) Visualizagao das bandas no gel apds 50 minutos de corrida eletroforética.
Linhas: 1 e 2 — DNA de banana com corante comestivel (roxo); 3 e 4 — DNA de banana com corante de biologia molecular (azul de

bromofenol).

Entretanto, o EtBr é um agente altamente mutagénico e a
radiacdo ultravioleta utilizada para visualizar o DNA pode
causar queimaduras severas, além ndo estarem disponiveis
na maioria das escolas.

Entretanto, mesmo que a posicdo precisa do DNA nao
seja confirmada com essa prética, o professor pode utilizar
esse experimento para abordar uma série de contetdos
importantes, contemplando a biologia, a quimica e a fisica.

Visto que varios temas podem ser abordados no expe-
rimento, o professor pode iniciar com a discussdo sobre 0s
nucleotideos, destacando os grupamentos fosfatos, e como os
nucleotideos se polimerizam para dar origem a dupla fita de
DNA, local em que o EtBr se intercala para demarcar o DNA.

Em outra etapa, os alunos podem se dividir em grupos
para realizar a montagem do sistema eletroforético. A fisica
¢, nesse momento, o foco principal de discussao, buscando
abordar como os eletrodos devem ser montados para que
ocorra a passagem de corrente elétrica, inserindo importan-
tes conceitos como campo elétrico, diferenca de potencial,
corrente continua etc. Finalmente, a discussdo quimica, em

Referéncias

CAMPBELL, M K.; FARRELL, S.O. Bioguimica. v.2. 5. ed.
Sao Paulo: Thomson Learning, 2007.

CARNIELLO, R.S.; SILVA, R.E; FIORINI, A. Desconta-
minacdo de residuos de brometo de etidio gerados em proce-
dimentos de biologia molecular. In: MOSTRA INTERNA DE
TRABALHOS DE INICIACAO CIENTIFICA DO CESUMAR,
4,2008. Anais... Disponivel em: <http://www.cesumar.br/prppge/
pesquisa>. Acesso em: 12 ago. 2014.

LEE, P.Y.; COSTUMBRADO, J.; HSU, C.Y.; KIM, Y.H. Aga-
rose gel electrophoresis for the separation of DNA fragments.

que o professor pode, ao apresentar os reagentes, abordar
a estrutura quimica dos reagentes, discutir sobre solucdo
tampao e pH, preparo de solucdes quimicas etc.

Conclusoes

A elaborac@o de um sistema de eletroforese a partir de
elementos alternativos abre uma grande oportunidade para
os professores discutirem conceitos importantes nas dreas
de biologia, quimica e fisica. Por meio das varias etapas,
extracdo do DNA, confec¢do do sistema e execugdo da cor-
rida, o professor terd uma oportunidade de atrair a atengfo
dos alunos e até mesmo cultivar neles a busca por novas
metodologias moleculares.
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Abstract: DNA Electrophoresis: from molecular biology labs to classrooms. This paper presents a protocol for construction and implementation of an elec-
trophoretic run of biological material in the classroom. The system is built with cheap and easy to obtain alternative materials, such as plastic pot, butter dish,
printer fonts, sodium bicarbonate, cake’s dye and cornstarch to substitute the major components used in a molecular biology lab. Through the experiment, the
teacher can propose activities to the students where they can participate in the system construction, perform an eletrophoretic run using banana’s DNA previ-
ously extracted. Along the class, teacher and students will discuss important concepts of chemistry, physics and biology.

Keywords: DNA, electrophoresis and corn starch gel
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