
PROTOCOLO PARA EXTRAÇÃO DE DNA PARA UTILIZAÇÃO EM AULAS PRÁTICAS 
NO ENSINO SUPERIOR

DNA EXTRACTION PROTOCOL FOR USE IN PRACTICAL LESSONS IN HIGHER 
EDUCATION

 LIDIANE COELHO BERBERT1,2, JULIANA BARBOSA SUCCAR1,2, VINÍCIUS RIBEIRO FLORES1, IDA 
CAROLINA NEVES DIREITO1

1 Laboratório de Biotecnologia ambiental, Fundação Centro Universitário Estadual da Zona Oeste (UEZO), Rio de 
Janeiro, RJ, Brasil.
2 Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia Ambiental, Fundação Centro Universitário Estadual da Zona 
Oeste (UEZO), Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

RESUMO 

Cada vez mais a biotecnologia é importante no dia a dia, nas mais variadas áreas. A descoberta do DNA e sua manipulação trouxeram um mundo 
de possibilidades para a sociedade moderna, sendo a capacitação adequada dos profissionais dessa área um ponto crucial. A forma como são 
passadas as informações e a visualização do que está sendo aprendido através de aulas práticas são fatores determinantes no processo de ensino-
aprendizagem. Tendo em vista, o peso das aulas práticas para a formação de profissionais mais capacitados e a limitação enfrentada por professores 
e instituições para oferecer tais práticas, foi realizado o desenvolvimento de um protocolo de extração de DNA para utilização em aulas práticas 
com base na experiência de nossa equipe. O protocolo de extração foi desenvolvido de modo a ser eficiente, mas com reagentes fáceis de serem 
adquiridos e manipulados, sendo inicialmente testado com leveduras presentes no fermento biológico. O protocolo se mostrou eficiente para a 
extração de DNA de leveduras e também foi testado para culturas puras bacterianas. O presente protocolo extraiu material genético em quanti-
dade e em qualidade para amplificação, se mostrando um protocolo simples, relativamente barato e eficiente para utilização em aulas práticas.
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INTRODUÇÃO

 Cada vez mais a biotecnologia é im-
portante no dia a dia, seja para a produção de 
alimentos, na área da saúde ou da conservação 
e recuperação ambiental; no entanto, a desco-
berta e utilização destes potenciais biotec-

nológicos na atualidade exigem muito mais que 
as observações fenotípicas realizadas historica-
mente para a seleção e o melhoramento genético 
animal e vegetal. As descobertas de Mendel, re-
alizadas entre 1856 e 1863, foram e são muito 
úteis, mas a descoberta do DNA e a possibili-
dade de manipulação desta informação gené-
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ABSTRACT 

Increasingly the biotechnology is important in everyday life, in the most varied areas. The discovery of DNA and its manipulation has brought a 
world of possibilities to modern society, and the proper training of professionals in this area is a crucial point. The way in which information is 
passed, the visualization of what is being learned, through practical classes, are determining factors in the teaching-learning process. Considering 
the weight of practical classes to train more qualified professionals and the limitation faced by professors and institutions to offer such practices, a 
DNA extraction protocol was developed to use in practical class with basis in team knowhow. The extraction protocol was developed to be more ef-
ficient, using regents easier to be acquired and manipulated, being initially tested with biological yeast. The protocol showed efficient to yeast DNA 
extraction and was also tested with pure bacterial culture. This protocol extracted genetic material with quantity and quality enough to amplification, 
it showed be a simple, cheaper and efficient protocol for practical class use.

Key words: DNA extraction, biotechnology, practical lessons



AS&T Volume 6, Number 1, Jun 2018

tica abriram novos horizontes para a sociedade, 
a exemplo do tomate longa vida (VECCHIA & 
KOCH, 2000), produção da insulina (FERRO, 
2010) e da clonagem animal (NEVES et al., 
2010). Estas novas possibilidades exigem uma 
atualização do profissional que está no mercado 
de trabalho; mas, principalmente, a capacitação 
dos futuros profissionais de maneira adequada 
para o uso destas ferramentas.
 Mas quais seriam os desafios para se 
capacitar estes futuros profissionais? Podemos 
destacar a necessidade de realização de aulas 
práticas, a dificuldade orçamentária para a ma-
nutenção, a dificuldade de infra-estrutura para 
realização, o suporte técnico para o preparo e, 
principalmente, a dificuldade para se atender às 
questões de biossegurança nestas aulas. Infeliz-
mente, muitas das vezes a falta de um dos itens 
anteriores pode ser suficiente para desestimu-
lar o docente à realização da atividade prática. 
Mas, de fato, estas dificuldades existem?
Uma das práticas que sofre com as dificuldades 
acima citadas são as relacionadas com técnicas 
moleculares. O estudo do material genético ne-
cessita de reagentes com elevado grau de pure-
za que, consequentemente, são mais caros que 
os utilizados em atividades como microbiologia 
e bioquímica de rotina, isto porque o estudo das 
macromoléculas (DNA, RNA e proteínas) ex-
ige ausência de contaminantes de toda espécie, 
em especial de enzimas que possam degradar o 
material de interesse e de material genético que 
possa mascarar o alvo de estudo. Outra carac-
terística destes reagentes é que muitos são mu-
tagênicos e carcinogênicos, principalmente os 
empregados na maioria dos protocolos de extra-
ção de DNA. É verdade que a utilização de kits 
comerciais para extração de DNA pode mini-
mizar a problemática do uso de muitos destes 
reagentes, mas acabam por onerar ainda mais a 
realização da atividade prática, essencial para a 
capacitação profissional. Quanto a infra-estru-
tura e suporte técnico, os laboratórios destina-
dos a aulas práticas são muitas vezes baseados 
em uma bancada e em uma pia, o que se apre-
senta em um fator limitante para a manipulação 
em segurança dos reagentes. O suporte técnico

nico, quando disponível, é, muitas vezes, um 
profissional que tem de atender a uma grande 
diversidade de atividades experimentais. No 
que se refere à biossegurança, mesmo a literatu-
ra específica sobre protocolos de aulas práticas 
utilizam reagentes tóxicos (PETKOWICZ et 
al., 2007; MASTROENI & GERN, 2008; CAR-
VALHO et al., 2010; MARTINS et al., 2011),  e 
o material a ser empregado para a extração de 
DNA pode ser fonte de contaminação,  necessi-
tando de maior atenção e uso dos devidos EPIs 
(Equipamentos de Proteção individual) e EPCs 
(Equipamentos de Proteção Coletiva) para real-
izar o correto manuseio e descarte do material.
 Em um trabalho realizado por PETKO-
WICZ e colaboradores (2007) utilizam fígado 
de ratos, enquanto que outros recomendam um 
protocolo que faz uso de sangue (MARTINS et 
al., 2011; CARVALHO et al., 2010). Em um 
momento em que a bioética no uso de animais é 
tão discutida; bem como, ocorre a mobilização 
da sociedade para minimizar o uso de cobaias, 
o uso de fígados de animais em aulas práticas 
pode passar um descomprometimento com a 
formação ética e crítica do futuro profissional 
para o uso de animais. Embora o uso de sangue 
possa parecer mais simples, devemos realçar 
que, se empregando camundongos como fonte 
deste material, isto pode significar a morte de 
pelo menos dois animais para a realização da 
aula prática, ao contrário do uso de sangue de 
animais maiores em que pode ser considera-
do apenas uma doação. De qualquer maneira, 
deve-se ter a certeza de que os animais utiliza-
dos são sadios para que não exista risco de con-
taminação dos estudantes. Um protocolo que 
utilize sangue também abre a premissa de se 
poder usar sangue humano, mas mais uma vez 
a questão das condições sanitárias para coleta 
e manipulação devem ser adequadas, ou o que 
deveria ser um aprendizado pode se transformar 
em um grande problema para o docente e a in-
stituição. A utilização da bactéria Escherichia 
coli (MASTROENI & GERN, 2008) se apre-
senta uma alternativa mais adequada e segura, 
mas que em contraposição tem a exigência de 
cultivo prévio das células; logo, requisitando 
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um suporte técnico para o preparo da aula práti-
ca. 
 Frente a estas dificuldades e à neces-
sidade de realização da prática de extração de 
DNA para estudantes dos cursos de ensino su-
perior em Ciências Biológicas e Tecnologia em 
Biotecnologia, realizamos o desenvolvimento 
de um protocolo para extração de DNA de fer-
mento de pão seco para uso em aulas práticas no 
ensino superior.

DESENHO METODOLÓGICO
PÚBLICO-ALVO

 As disciplinas “Biologia Molecular” 
e “Técnicas Básicas em Biologia Molecular” 
estão inseridas, respectivamente, no terceiro e 
quarto período da matriz curricular dos cursos 
de graduação em Ciências Biológicas e em Tec-
nologia em Biotecnologia de uma universidade 
pública localizada na zona oeste do município 
do Rio de Janeiro/RJ. Os discentes dos cursos 
desta instituição apresentam um perfil diversi-
ficado, mas em sua maior parte são estudantes 
recém-saídos do ensino médio. Cada disciplina 
é oferecida pela formação de turmas compos-
tas por no máximo 30 discentes. Os alunos são 
em sua maioria residentes na zona oeste do mu-
nicípio do Rio de Janeiro, embora também se-
jam encontrados alunos oriundos de outros mu-
nicípios, como Angra dos Reis, Barra do Piraí, 
Itaguaí, Maricá, São Gonçalo e Seropédica. 
 A disciplina de “Biologia Molecular” re-
aliza a apresentação das macromoléculas DNA, 
RNA e Proteínas, bem como os mecanismos que 
asseguram a conservação da informação gené-
tica e os responsáveis pela expressão gênica; 
além de realizar a introdução às técnicas de es-
tudo do DNA em seu módulo final. Geralmente 
a abordagem realizada é a introdução à extração 
de DNA empregando protocolos de extração de 
DNA de frutas e cebola amplamente divulgados 
na internet (CRUZ et al., 2012) e, em seguida, 
um protocolo de laboratório para a comparação 
entre estes métodos pelos alunos. Na disciplina 
“Técnicas Básicas em Biologia Molecular”, que 
possui como pré-requisito a disciplina “Biolo-

gia Molecular”, é realizada a apresentação das 
principais técnicas para estudo da informação 
genética e da expressão gênica. Mais uma vez, 
é realizada a extração de DNA empregando um 
protocolo de laboratório para discussão da fun-
ção dos reagentes empregados e obtenção de 
material genético para as técnicas a serem estu-
dadas a seguir pelos discentes.

DESCRIÇÃO DA ATIVIDADE
a) Extração de DNA de fermento de pão: 
 A aula prática para extração de DNA nas 
disciplinas de Biologia Molecular e Técnicas de 
Biologia Molecular têm adotado o protocolo 
descrito a seguir. O mesmo faz uso do fermento 
biológico de pão seco, o qual apresenta em sua 
composição leveduras da espécie Saccharomy-
ces cerevisiae.  
 Protocolo: Pesar 0,2g de fermento bi-
ológico seco em microtubo de 1,5mL e adicio-
nar 500µL de água ultrapura (ou água destilada 
e deionizada filtrada em filtro 0,22µm) estéril. 
Homogeneizar. Adicionar 500µL de solução 
clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e 200µL 
de NaCl 5M. Homogeneizar. Centrifugar a 
10000 g por 10 minutos. Caso a instituição só 
disponha de centrífuga para tubo de ensaio, a 
centrifugação pode ser realizada fazendo uso de 
adaptadores e na maior velocidade atingida pelo 
equipamento. Após acentrifugação, o material 
no microtubo aparece em camadas (Figura 1). 
Coletar o sobrenadante, com cuidado para não 
pegar a fração logo abaixo, para um novo mi-
crotubo e reservar. Adicionar 500µL da solução 
clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) e 200 µL 
de NaCl 5M ao microtubo com o pellet (pre-
cipitado) e homogeneizar. Centrifugar a 10000 
g por 10 minutos e coletar o sobrenadante, co-
locando-o no mesmo microtubo anteriormente 
reservado. Descartar o microtubo com o pellet. 
Adicionar 500 µL de isopropanol gelado ao mi-
crotubo que recebeu o sobrenadante. Homoge-
neizar e incubar a -20°C por no mínimo 1 hora. 
Se o período para realização da aula prática não 
permitir todo este tempo de incubação, deixar 
pelo menos 15 minutos. Passado o tempo de in-
cubação, centrifugar o material a 10000 g por
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15 minutos. Descartar o sobrenadante, o que 
pode ser feito por inversão do microtubo, e adi-
cionar 500 µL de álcool etílico 70% (v/v) ge-
lado. Feito isso homogeneizar e centrifugar a 
10000 g por 15 minutos. Após centrifugação, 
descartar novamente o sobrenadante e deixar os 
microtubos secando para a evaporação total do 
álcool. Finalmente, ressuspender o material em 
50 µL de água ultrapura e armazenar a -20ºC até 
o momento de utilização. 
 Vale ressaltar que o único componente 
considerado tóxico neste protocolo é o clo-
rofórmio, o qual se utiliza menos de 0,5 ml 
por amostra. Apesar do volume pequeno, se 
recomenda que a manipulação do frasco do 
reagente seja realizada em capela de exustão 
ou em ambiente bem arejado para o preparo 
do clorofórmio: álcool isoamílico (24:1). Este 
protocolo foi adaptado para realização de au-
las práticas, tendo como amostras fermento bi-
ológico seco, mas em laboratório de pesquisa 
foram realizados testes com cultura bacteriana 
pura. Para emprego deste protocolo em cultura 
pura, fazer o crescimento bacteriano do meio de 
cultura recomendado para a estirpe em questão. 
Se a bactéria tiver sido cultivada em meio líqui-
do: Realizar a concentração das células por cen-
trifugação a 10000 g por 10 minutos. Descartar 
o sobrenadante e adicionar 500 µL solução sa-
lina 0,85% (p/v) estéril e homogeneizar. Cen-
trifugar novamente a 10000 g por 10 minutos e 
descartar o sobrenadante. Adicionar 500µL de 
água ultrapura estéril. Homogeneizar. Seguir 
o protocolo descrito anteriormente a partir da 
adição de 500µL de solução clorofórmio: álcool 
isoamílico (24:1) e 200µL de NaCl 5M. Se a 
bactéria tiver sido cultivada em meio sólido: 
Lavar a superfície da placa de petri com solução 
salina 0,85% (p/v) estéril e coletar em um mi-
crotubo. Centrifugar a 10000 g por 10 minutos 
e descartar o sobrenadante. Adicionar 500µL de 
água ultrapura estéril. Homogeneizar. Seguir 
o protocolo descrito anteriormente a partir da 
adição de 500µL de solução clorofórmio: álcool 
isoamílico (24:1) e 200µL de NaCl 5M. Ao final 
do processo, o produto da extração foi analisado 
em gel de agarose 0,8% em tampão TAE (Base

Tris 40 mM; Ácido Acético Glacial 20 mM 
(NaOAc); EDTA 2,0 mM pH 8.3) 1X a 100 V 
por 40 minutos.

FIGURA 1. Fases em que se apresentam a 
amostra após a primeira etapa de centrifugação 
do protocolo de extração de DNA: Fração polar 
(onde está o DNA); resíduo celular (membranas, 
organelas, etc); Fração apolar (clorofórmio); e, 
precipitado ou pellet (resíduos celulares maio-
res).

                

RESULTADOS E DISCUSSÃO

 Como pode ser verificado na Figura 2, 
o protocolo desenvolvido permite a extração de 
DNA de leveduras (fermento biológico seco). 
O material extraído do fermento biológico seco 
mostrou bandas de DNA definidas, mas com 
pouco material (banda com intensidade fraca) 
e muito resíduo. A presença deste resíduo está 
relacionada, principalmente, à coleta de proteí-
nas e resíduo celular juntamente com o sobre-
nadante, uma vez que o protocolo de extração 
de DNA foi utilizado durante a aula prática 
com alunos sem experiência prévia na técnica. 
A composição do fermento biológico seco tam-
bém pode ter colaborado para a quantidade de 
resíduo observada, pois sua composição apre-
senta outros componentes que não só as células 
das leveduras. Este protocolo também foi tes-
tado em laboratório de pesquisa para bactérias, 
mostrando-se eficiente para este tipo de mate-
rial (Figura 3). O material extraído de cultura 
pura de bactérias apresentou bastante material 
(banda com alta intensidade) e pouquíssimo re-
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síduo. Este resultado pode ter sido obtido tanto 
pela natureza do material, que possui somente 
células, como pela experiência dos que real-
izaram o protocolo de extração de DNA. O 
presente protocolo extraiu material genético 
em quantidade e em qualidade para amplifi-
cação (SUCCAR, 2017; BERBERT, 2017), se 
mostrando um protocolo simples, relativamente 
barato e eficiente para utilização em aulas práti-
cas.
FIGURA 2. Eletroforese em gel de agarose 
0,8% em TAE 1x com produto de extração de 
DNA de fermento biológico de pão seco (leve-
duras). MPM – Marcador de peso molecular; 1, 
2, 3 e 4, DNA extraído das leveduras do fer-
mento de pão.

FIGURA 3. Eletroforese em gel de agarose 
0,8% em TAE 1x com produto de extração de 
DNA de cultura pura de bactérias. MPM – Mar-
cador de peso molecular; 1 e 2, DNA extraído 
de bactérias.

 Segundo Ponte e colaboradores (2007), 
a forma como ocorre a comunicação dentro 
de sala de aula tem papel decisivo em todo o 
processo de ensino-aprendizagem. Já foi com-
provada a importância e necessidade das aulas 
práticas em diversas disciplinas, em especial na 
área das Ciências da Natureza (ROSA, 2003). 
De acordo com Krasilchik (2005), a biologia é 
considerada uma das áreas de estudo mais rel-
evantes e merecedoras da atenção dos alunos, 
assim como, ao mesmo tempo, pode se tornar a 
mais insignificante, dependendo da forma como 
o ensino é feito.  Vale lembrar que, como 
citado por Borges e Lima (2007), o ensino da 
Biologia exige dos profissionais de ensino, reor-
ganização do conteúdo e da metodologia adota-
da, além de novas estratégias para condução do 
ensino-aprendizagem, mais uma vez destacando 
a importância das aulas práticas, para demonst-
ração e vivência do que está sendo ensinado.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

 O protocolo de extração de DNA de-
senvolvido para aulas práticas, se mostrou efi-
ciente para extração de DNA de fermento de 
pão seco (leveduras) e cultura pura de bactérias. 
Suas etapas são simples e os reagentes fáceis de 
serem adquiridos e de baixa toxicidade quando 
comparados aos comumente utilizados em labo-
ratórios. Apesar de simples, barato e eficiente, 
o presente protocolo permite ao discente a ex-
periência com um protocolo que apresenta to-
das as etapas básicas presentes em muitos dos 
protocolos de extração de DNA utilizados am-
plamente pelos laboratórios de pesquisa. 
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