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ACIDOS NUCLEICOS EXPERIMENTAL

META

Apresentar ao aluno os acidos nucléicos no laboratorio..

OBJETIVOS
Ao final desta aula, o aluno devera:
saber identificar um acido nucléico no laboratoério. Saber extrair e caracterizar o DNA.

PRE-REQUISITOS

Aula 01 de carboidratos, aula 14 acidos nucléicos, reacdes de aldeidos e cetonas. Quimica
organica experimental
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Ola aluno, na aula anterior vocé foi apresentado aos acidos nucléicos.
Vocé aprendeu sobre as suas estruturas e propriedades, conheceu o que
¢é nucleotideo, nucleosideo, DNA e¢ RNA e as suas reacoes. Nesta aula
vamos aprender a trabalhar com eles no laboratério. Aprender a isolar e
caracterizar o DNA da cebola.

Vamos comecar entdo? Maos a obral

O DNA ¢ uma macromolécula formada por duas cadeias ou fitas de
nucleotideos unidas por ligacoes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas.
O DNA pode ser extraido das células vegetais pela quebra mecanica da
parede celular destas e adicdo de detergente para remover os lipidios de
membrana. A adicio do EDTA seqiestra os metais Mg>* e Ca** presentes,
que sao cofatores das enzimas DNAses, prevenindo assim a degradacao do
DNA extraido. Em seguia a adigdo de alcool (etanol ou isopropanol) leva
a precipitagdo do DNA, pois sua hélice A desnatura para hélice B, precipi-
tando na interface etanol/4dgua e podendo assim ser separado.

No DNA adenina e timina formam duas ligagdes de hidrogénio entre
si, e citosina e guanina formam trés ligacSes de hidrogénio entre si. Essas
ligagdes de hidrogénio sao fracas e podem ser rompidas num processo
denominado desnaturagdo. A temperatura ¢ um dos fatores capazes de
desnaturar o DNA. Um aumento na temperatura leva a desnaturacao do
DNA em solugdao o que diminui a sua viscosidade, ja o abaixamento da
temperatura leva a renaturagao, aumentando novamente a viscosidade da
solugao (Figura 1).
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Figura 01 - Ligacoes de hidrogénio entre Adenina e Timina, e entre Guanina e Citosina.
Fonte: BRUICE, P. Y. Quinrica Orginica. 4*. Ed., Vol. 2. Pearson Prentice Hall, 2006, cap. 27, pg. 532.



A hidrolise acida branda dos acidos nucléicos remove as bases puricas
(adenina e guanina), sem afetar as ligacGes fosfodiéster no esqueleto nucleo-

tidico. As desoxiriboses livres das bases purinicas ficam com seus grupos
aldeidicos livres, que sofrem desidratacio em meio acido, originando o al-
deido 8-hidroxi-levulinico (Figura 2). Este aldeido reage com a difenilamina
por adi¢ao nucleofilica as carbonilas gerando um produto de coloragao azul,
caracterizando assim a presenca de DNA (Reagente de Dische) (Figura 3).
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Figura 02 - Formagio do aldeido 8-hidroxi-levulinico.
Fonte: Desenhado pelo autor com o programa ChemWindows.
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Figura 03 - Reacio de Dische de caracterizagio da presenca do DNA.

Fonte: Desenhado pelo autor com o programa ChemWindows.
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Extracao do DNA da cebola

Materiais: Reagentes:
- Ralador - 1 Cebola média
- Balanc¢a semi-analitica - EDTA 25 mmol/L em pH 8
- Béquer 250 mL - Dodecilsulfato de sédio 1%
- Bastao de vidro na solucao de EDTA
- Proveta 100 mL - Etanol gelado

- Pipeta graduada 10 mL

- Tubo de ensaio

- Bancada para tubos de ensaio
- Funil

- Algodao ou gaze
Procedimento

Descasque uma cebola média e rale num ralador comum, sem deixar
pedacos grandes. Pese 50,0g de cebola ralada e adicione 100 mL da solugao de
lise. Misture bem e deixe em repouso por 20 minutos a temperatura ambiente.
Filtre a suspensiao em um funil com algodao, recolhendo o filtrado em uma
proveta. Anote o volume recuperado. Transfira 4,0 mL do filtrado para um tubo
de ensaio e adicione 8,0 mL de etanol 95% gelado, sem misturar as solugoes.
Observe a formagao de um precipitado branco entre as fases, este ¢ 0 DNA.

Solucao de lise: 0,1% de detergente dodecilsulfato de sédio (SDS) em
solucdo 25 mmol/L. de EDTA pH 8,0.

Ao ser ralada a parede celular da cebola, feita de celulose, é rompida
mecanicamente. O detergente rompe a membrana celular lipidica
expondo na solucao o material do interior da célula, incluindo o DNA.
O uso do EDTA sequestra os fons Mg** e Ca** impedindo a a¢do das
enzimas DNAses que quebrariam a cadeia do DNA. Nesse ponto o DNA
encontra-se na sua forma mais comum de hélice A que ¢ soluvel em agua.
Ao adicionarmos o etanol gelado tomando cuidado para ndo misturar as
fases, o DNA na interface desnatura para hélice B, tornando-se insolavel
em agua. Desta forma nds o vemos flutuando na fase alcodlica.



Caracterizacao da presenca do DNA - Reagente de Dische

Materiais: Reagentes:
- 2 Tubos de ensaio - DNA extraido no experimento an
tetior
- Bastio de vidro - Difenilamina
- Pipeta graduada 10,0 mL - Acido acético glacial
- Bancada para tubos de ensaio - Acido sulftrico concentrado
- Béquer 500 mL. - Agua destilada

- Chapa de aquecimento
- Pegador para tubo de ensaio

Procedimento

Com a ajuda de um bastdo de vidro ou uma al¢a recolher o DNA e
transferir para outro tubo de ensaio. Adicionar 0,5 mL de agua destilada
para dissolver o DNA e 1,5 mL do Reagente de Dische. Em outro tubo
colocar apenas 0,5 mIL de agua e 1,5 mL do reativo de difenilamina (branco).
Aquecer os dois tubos em banho-maria fervente por 10 min. Comparar
os resultados.

Reagente de Dische: dissolver 1,0g de difenilamina em 100 mL de 4cido
acético glacial e adicionar 2,75 mL de acido sulftrico concentrado.

O meio acido hidrolisa as liga¢des N-glicosidicas, liberando as bases do
DNA. A 2’-desoxiribose livre encontra-se em equilibrio entre a forma
de hemiacetal e a forma aldeidica. O meio acido leva a protonacio e
perda de uma molécula de agua. Por nio ter hidroxila no carbono 2, nao
ocorre a perda de trés moléculas de 4gua como ocorreria com a ribose,
que formaria o furfural. Neste caso forma-se o enol que tautomeriza
para o aldeido 8-hidroxi-levulinico. O aldeido sofre desidratacao
intermolecular levando a formagao do éter. O éter por sua vez sofre
adicao nucleofilica a carbonila dos aldeidos pela difenilamina, dando
um produto azul.



Desnatura¢ao do DNA por temperatura

Materiais: Reagentes:
- Béquer 500 mLL - Filtrado do experimento 1
- Proveta 100 mL. - Etanol gelado
- Bastao de vidro - Agua destilada
- Béquer de 100 mL - Gelo

- Pipeta graduada 10,0 mL.
- 2 Tubos de ensaio

- Pipeta graduada 1,0 mL
- Chapa de aquecimento

- Péra

Procedimento

Transfira o restante do filtrado para um béquer e adicione o dobro
de etanol gelado em volume sem misturar as solu¢cdes. Com um bastao
de vidro ou alga retirar todo o DNA e transferir para um béquer de 100
mL. Adicionar 10 mL de agua destilada para dissolver e dividir a solugao
em dois tubos de ensaio. Pipetar com uma pipeta graduada de 1,0 mL e
medir o tempo de escoamento de 1,0 mL. Aquecer o tubo por 10 min

em banho-maria fervente, pipetar novamente 1,0 mL e medir o tempo
de escoamento. Resfriar o tubo em g¢lo por 15 min e medir novamente o

tempo de escoamento.

A solugao de DNA tem uma viscosidade maior que a agua pura,
demorando mais tempo para escoar. Ao ser aquecido o DNA rompe as
suas ligacdes de hidrogénio, desnaturando, o que diminui a viscosidade
da solugao, escoando em menor tempo. Ao resfriar o DNA volta a

formar suas ligagdes de hidrogénio, renaturando e recuperando sua

viscosidade.



Como vimos, é possivel extrair e identificar a presenca do DNA em
solugao devido a caracteristica unica de seu agucar, a 2’-desoxiribose, que
por nao possuir hidroxila no carbono 2 nao sofre reagao de Molish, e sim
da uma reacao especifica. Também vimos que a presenca do DNA altera
a viscosidade da solugao, e que este pode ser desnaturado pelo aumento
da temperatura.

Nesta aula aprendemos a isolar o DNA de células vegetais e caracterizar
pelo reagente de Dische, assim como estudamos a desnaturagaio do DNA
por aumento de temperatura.

1- O que ¢ DNA?

2- Desenhe uma pequena sequéncia de trés nucleotideos numa cadeia de
DNA.

3- Mostre como as bases A e T se unem por ligacées de hidrogénio.

4- Mostre como as bases C e G se unem por ligagao de hidrogénio.

5- Proponha um mecanismo para a desidratacio da 2’-desoxiribose em
meio acido formando o aldeido 8-hidroxi-levulinico:

0- Proponha o mecanismo para a desidratagio intermolecular em meio
acido de duas moléculas de aldeido 8-hidroxi-levulinico formando uma
ligacao éter:

7- Proponha o mecanismo da adi¢ao nucleofilica da difenilamina a carbo-
nila de um aldeido:

8- Por que o aumento da temperatura desnatura o DNA?

9- Qual a fungao do detergente na extracio do DNA?

10- Qual a funcao do EDTA na extracao do DNA?

11- Por que o DNA ¢ soluvel em agua e insolavel em alcool?
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