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RESUMO

A Educacdo Superior passa por importantes transformagdes, provocadas pelo
aumento quantitativo de estudantes e pelo crescimento exponencial de informagdes,
que extrapola a capacidade de assimilacdo dos cursos de graduacdo. Organismos
internacionais e nacionais vém sugerindo diretrizes e estratégias para a superacao
das dificuldades atuais.

Atendendo estas recomendacgdes, foi criada uma disciplina pratica de bioquimica,
no nivel de graduacgao, seguindo o referencial teérico sécio-construtivista. O eixo
norteador da disciplina foi a simulagdo de um projeto de pesquisa. A disciplina foi
organizada para que, por meio dela, pudessem ser desenvolvidas as habilidades e
competéncias que promovessem a autonomia intelectual dos estudantes.
Operacionalmente, a estrutura da disciplina baseou-se em (1) aulas de
planejamento, que antecediam (2) as aulas de manipulagdo, seguidas de (3)
tratamento de dados e (4) analise de resultados. Os quatro tipos de atividades eram
realizados em pequenos grupos, assessorados por professores € monitores.

A avaliagdo da disciplina foi feita aplicando-se questionarios para estudantes,
monitores e professores. As respostas as questdes mais relevantes dos
questionarios foram trianguladas, permitindo compor um quadro geral dos resultados
obtidos.

A grande maioria dos participantes afirmou que a disciplina simulou um projeto de
pesquisa, apontando caracteristicas, como seqiéncia légica e estimulo a
habilidades criticas. Monitores e professores participantes declararam preferir esta
forma de ministrar aulas praticas, por estarem convencidos de que ela leva a um

melhor aprendizado.
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ABSTRACT

The Higher Education has been target of important transformations, caused by the
increasing amount of students and by the exponential growth of information, which is
bigger than the assimilation capacity of graduation courses. International and
national organisms have suggested directives and strategies to overcome the current
difficulties.

To attend these recommendations, a practical discipline of biochemistry,
addressed to graduation students was created following the theoretical social
constructivism referential. The directional axis of this discipline was the simulation of
a research project. The discipline was organized intending that students could
develop abilities and competencies that would promote their intellectual autonomy.
Methodologically, the discipline structure was based in: (1) planning classes, that
preceded (2) manipulation classes, followed by (3) data treatment and (4) results
analysis. The four activities types were conducted in small groups, assisted by
teachers and teaching assistants.

The discipline assessment was carried out applying questionnaires to students,
teachers and teaching assistants. The answers to the most relevant questions of the
questionnaires were processed, and allowed the composition of a general picture of
the results obtained.

Most of the participants stated that the discipline simulated a research project,
pointing out some characteristics, as logic sequence and stimulation of critical
abilities. Teaching assistants and teachers declared to prefer this way of teaching

practical classes, because they are convinced that it leads to a better learning.
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RESUMEN

La Educacién Superior pasa por importantes transformaciones, provocadas por el aumento
cuantitativo de estudiantes y por el crecimiento exponencial de informaciones, que va mas alla de la
capacidad de asimilacion de las carreras de grado. Organismos internacionales y nacionales vienen
sugiriendo directrices y estrategias para la superacién de las dificultades actuales.

Teniendo en cuenta estas recomendaciones, fue creada una materia practica de bioquimica, en el
nivel de grado, siguiendo como referencia el marco teérico socio-constructivista. El eje orientador de
la materia fue la simulacién de un proyecto de investigacion. La materia fue organizada para que, por
medio de ella, se pudiesem desenvolver las habilidades y las capacidades que promoviesen la
autonomia intelectual de los estudiantes. Operacionalmente, la estructura de la materia se basé en (1)
clases de planificacion, que precediam a (2) las clases de manipulacion, seguidas de (3) tratamiento
de los datos y (4) analisis de los resultados. Los cuatro tipos de actividades fueron realizados en
grupos pequefios, asesorados por profesores y docentes auxiliares.

La evaluacién de la materia fue hecha mediante la aplicacion de cuestionarios a estudiantes,
docentes auxiliares y profesores. Las respuestas a las preguntas mas relevantes de los cuestionarios
fueron trianguiadas, permitiendo componer un cuadro general de los resultados obtenidos.

La gran mayoria de los participantes afirmé que la materia simul6é un proyecto de investigacion,
apuntando caracteristicas, como secuencia l6gica y estimulo a las habilidades criticas. Docentes
auxiliares y profesores participantes declararon que preferian esta forma de desarroliar trabajos

practicos, debido a que estaban convencidos de que conduce a un mejor aprendizaje.

RIASSUNTO

La Educazione Superiore passa per sostanziali transformazioni, suscitatte dello ingrandimento in
quantita di studenti i della crescita esponenziale di informazioni, chi sorpassa la capacitd di
assimilazione degli corsi di graduazioni. Organizzazioni internazionali i nazionali suggerono direttrice i
tattiche per la superazione dei difficolta presenti.

In attenzione a queste raccomandazione, fu creata uma disciplina pratica di Biochimica, in livello di
graduazioni, seguendo il riferimento teorico socioconstruttivista. Il sostegno della disciplina € la
simulazione di um piano di ricerca. La disciplina € disposta affine di svilluparsi le abilita i spettanze per
fomentare la autonomia intellettuale dei studenti. La strutura della disciplina & fondata in (1) lezione di
progetto; (2) lezione di manipulazione, poi di (3) trattamento di informazioni; (4) analisi di risultati. Le
quattro sorti di ativita sono effetuate in piccoli gruppi, consigliari per professori i assistenti.

La valutazione della disciplina fu effetuata impiegando questionari per studenti, professori i
assistenti. Le risposti a le piu rilevanti questioni furono triangolare, permetiendo tessere un panorama
degli risultati ottenuti.

La maggioranza degli participanti attestano che la disciplina ho simulato effetivamente um piano di
ricerca, segnalandocaratteristiche come sequenza logica i stimolo delle abilita critica. Assistenti i
professori hanno declarato preferenza a questa forma di lezione pratica — sono convinti di um migliore

apprendimento dovuto a la disciplina.
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INTRODUCAO

Esta Introdugdo € dividida em quatro
segdes. Na 12 segdo s&o discutidas as
diretrizes gerais que orientaram o
desenvolvimento e apiicagdo deste
projeto. Na 22 sec¢do sdo introduzidos
alguns conceitos sobre a importancia
geral de aulas praticas e, mais
especificamente, a importancia de aulas
praticas de Bioquimica. Na 3% segéo é
apresentado, de forma sumaria, o0
arcabougo pedagoégico utilizado nesta
pesquisa. Ao final, na 42 se¢do, é relatado
o levantamento bibliografico realizado

neste projeto.




GiBLIOTECA
\NST\TUTD pE QU‘MICA

1.1. DIRETRIZES ersidade de S30 Paulo

De acordo com o Documento de Politica para a Mudanga e Desenvolvimento na
Educacdo Superior, da UNESCO', a humanidade é testemunha do extraordinario
desenvolvimento da Educagdo Superior (ES), e estda compreendendo cada vez
melhor sua importancia vitai para o seu desenvolvimento econdmico e social
(UNESCO, 1995).

A segunda metade do século XX passara a histéria da educagdo como um
periodo de gigantesca expansao e transformacgdes qualitativas da ES. Porém é fato
que atualmente a educacgdo superior estd atravessando um periodo de crise em
praticamente todos os paises do mundo (UNESCO, 1995).

Define-se ES como programas de estudo, formacao profissional ou formagao para
a investigacdo em nivel pdés-secundario, providos por universidades cu outras
instituicdes educacionais reconhecidas como instituicdes de ensino superior pelas
autoridades competentes dos Estados efou por sistemas de certificagdo
reconhecidos (UNESCO, 1998). '

A ES compreende diversas atividades apoiadas no tripé
a) ensino: educacéo de cidadaos responsaveis e altamente qualificados;

b) pesquisa: criagédo e transformacio dos saberes da humanidade;
c) servigos: disseminagdo dos saberes na sociedade.

Além disso, a ES desempenha papei Unico para o desenvolvimento e melhoria da
educagao em todos os niveis (UNESCO, 1995).

O interesse da sociedade pela qualidade da ES se deve a sua necessidade por
profissionais capacitados, que possam desempenhar adequadamente suas fungoes.
As instituicbes de ES devem ser capazes de educar seus estudantes, para que estes
se tornem cidaddos bem informados e motivados, possam pensar criticamente,
analisar os probiemas da sociedade, procurando e aplicando solugbes para estes
problemas e aceitando resporisabilidades sociais (UNESCO, 1998). Marson (2003)

afirma que
[..] as instituicbes de ensino superior tém papel estratégico, cabendo-lhes a tarefa de
incerporar na formagédo de seus egressos as habilidades necessanas para o exercicio pleno

das fun¢des no mundo do trabalho e da informagéo (p. 1).

' UNESCO: United Nations Educational, Scientifical and Cultural Organization (Organizagdo das Nagdes Unidas
para a Educacéo, a Ciéncia e a Cultura).
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E natural que a qualidade da ES deve-se a estreita sinergia entre professores e
estudantes. A qualidade de instituicdes que formam profissionais capazes e
competentes esta diretamente ligada a qualidade docente, cujo corpo deve ser
capaz de fazer com que seus estudantes atinjam niveis de exceléncia em suas
formacgoes.

O desenvolvimento econémico e social verificado na segunda metade do século
passado também contemplou a ES, fazendo com que uma das caracteristicas
marcantes em seu desenvolvimento fosse sua expansao quantitativa. Entre 1960 e
1970 houve um aumento mundial de 115% no numero de estudantes matriculados.
Entre 1970 e 1980 esse aumento foi de 64%. Entre 1980 e 1991 chegou a 44%. No
total, entre 1960 e 1991, o incremento registrado foi de 400%. Nos paises em
desenvolvimento esse aumento foi de espantosos 900%. A América Latina e Caribe
registraram um salto de 300% (Tabela 1) (UNESCO, 1995). Em ambito nacional, o

numero de estudantes em curso de pés-graduagao também cresceu (Figura 1).

Tabela 1 — Distribuicdo do numero de estudantes matriculados (em milhdes)

Ano Mundo Paises em desenvolvimento  Ameérica Latina e Caribe
1960 13 3 -
1970 28 7 2
1980 . 46 16 -
1991 65 30 8

Uma das conseqiiéncias diretas desse fendmeno é a tendéncia da ES em
se transformar num sistema de escolarizagdc de massas® & medida que as economias
modernas passam a utilizar de modo mais intensivo o conhecimento e necessitam, por sua vez,
cada vez mais graduados do ensino superior, que cecnstituem uma ‘forga de trabalho
intelectual” (UNESCO, 1995, p. 16, TDOC?).

Outra tendéncia mostra que o tipo de profissional requerido pela sociedade esta

se maodificando, pois
a necessidade de pertinéncia tem adquirido novas dimensdes e uma maior urgéncia, a medida
gque as atividades econémicas da sociedade requerem egressos capazes de atualizar
constantemente seus conhecimentos e adquirir novos conlecimentos que Ihes
permitam ndo somente encontrar trabalhos, mas também criar empregos num mercado
em constante mudanga (UNESCO, 1995, p. 8 TDOC).

i Todos os trechos, frases e/ou excertos em negrito foram ressaltados pelo autor da dissertag3o.
TDOC: Traducgéo Direta do Original em Castelhano; TDOI: Traduc¢&o Direta do Original em Inglés.



Figura 1 — Distribuigdo do nimero de estudantes de pés-graduagao no Brasil
(1996 — 2003) (Adaptado de CAPES, 2005)
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Outro fato marcante para o desenvolvimento da ES € o aumento da quantidade

de informagGes cientificas existentes (Figuras 2 e 3). A UNESCO afirma que
o voiume |...] de informagédo existente no mundo [...] & imensamente maior que o disponivel hd
poucos anos e seu ritmo de crescimento continua acelerando [...] (UNESCO, 2000, p. 74,
TDOC).

Figura 2 — Numero de resumos publicados anualmente
no Chemniical Abstracts (1907-2004) (Adaptado de CAS, 2004)
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Figura 3 — Nimero acumulado de resumos publicados no
Chemical Abstracts (1907-2004) (Adaptado de CAS, 2004)
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Acrescido a esses fatores ha o tremendo desenvolvimento tecnolégico nos

ultimos tempos. Marson (2003) afirma que o

século XXI é apontado como o seculo da informagdo. Sustentados pelo arcabougo tecnolégico
digital da ultima década, a produgdc, frénsifo e usufruto da informag¢do aumentam numa taxa

sem precedentes na Historia (p. 1).

Os efeitos relatados tém intima ligagdo, pois sédo fendmenos que caminham junto,
retroalimentando-se mutuamente. O aumento na geracdo de informagdes ndo seria
possivel sem o concurso de estudantes, sejam graduandos e pds-graduandos, nos
sistemas de pesquisa das instituicdes de ensino superior. O desenvoivimento global
faz com que haja o surgimento e desenvolvimento de novos campos de pesquisa,
que atraem cada vez mais estudantes para essas areas. Cabe a tecnologia difundir
novos e antigos conhecimentos de maneira muito mais veloz e sem barreiras,
aumentando ¢ intercambio culturai e intelectual e diminuindo distancias entre os
atores da produgdo do conhecimento.

As modificagcdes dc cenario em que a educagido ocorre sugerem mudangas no
modelo de ensino adotado nas instituicées de ES (Marson, 2003). A boa condigéo
de formagdo profissional estava condicionada a quantidade de conhecimento
acumulada nos cursos de graduagdo. Enquanto os cursos de graduagéo
conseguiam assimilar a quantidade de informagéo gerada, este modelo de ensino
pbde ser satisfatoriamente aplicado sem maiores problemas.

Porém o ritmo atual de geragdo de conhecimento extrapola a capacidade de
assimilagéo pelos cursos de ensino superior. E apresentado, portanto, um desafio a

ES, cuja superagéo é mister.
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Organismos internacionais e nacionais, tais como UNESCO, BID* e o MEC®
brasileiro, analisam e comentam essas caracteristicas, estabelecendo diretrizes que

tém por fungdo a busca dessa superagéo.
1.1.1. UNESCO

A UNESCO faz reiteradas afirma¢des sobre a importancia de mudangas na ES,

ressaltada em excertos de documentos de politica sobre educagéo geral e superior.
A educacdo superior se destaca como uma das chaves para por em pratica 0S processos mais
amplos que sdo necessarios para fazer frente aos desafios do mundo moderno [..] H& a
necessidade de uma nova visdo da educagdo superior que combine as demandas de
universaiidade da educagdo superior e o imperativo de uma maior relevancia para
responder as expectativas da sociedade na qual ela opera (UNESCOQ, 1995, p. 28, TDOC).

As novas modalidades de ensino constituem um componente cada vez mais vidvel de
um projeto inovador para o ensino superior, em particular porque se dirigen a uma nova
categoria de usuérios e propbem estratégias flexiveis para superar as desvantagens denvadas
da organizacdo tradicional dos estudos (UNESCQO, 1995, p. 36, TDOC).

Assim a ES, em fungdo dessas tendéncias, deve repensar sua fungdo e missao

na sociedade, levando em conta as necessidades da
sociedade em matéria de aprendizagem e capacita¢cdo permanentes (UNESCO, 1995, p. 8,
TDOC).
Levando em conta as afirmagdes acima, diversas consideragdes e diretrizes sao

sugeridas, a fim de superar as dificuldades citadas na ES.

No entanto, [afirma a UNESCO,] de modo algum deseja-se impor modelos ou formular
receitas rigidas; no melhor dos casos [...] pode constituir uma “biassola intelectual” [...]
para os encarregados da educagdo superior no desenvolvimento de suas proprias politicas,
levando em conta a diversidade inerente, as necessidades concretas e as condigbes
imperantes rios planos nacional, regional e internacional (UNESCG, 1995, p. 3, TDOC).

Convém ressaltar que as tendéncias apontadas e suas consequéncias
derivam de diferentes experiéncias nacionais em todo o mundo e das opiniées expressas
pelos Estados Membros, organizacées intergovernamentais e ndo-governamentais,
autoridades da educacgdo superior, tomadores de decisées e investigadores (UNESCO,
1995, p. 15, TDOC).

As principais diretrizes, ressaltadas em diversos documentos oficiais da

UNESCO, apontam a pertinéncia de novas formas e modalidades de

4 BID: Banco Interamericano de Desenvolvimento (IADB: Inter-American Development Bank)
® MEC: Ministério de Educacéao
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aprendizagem, de curriculos mais flexiveis, do desenvolvimento de habilidades
e competéncias diferentes, bem como da aprendizagem de noves valores e

atitudes.
Limitar-se @ ampliacdo do conteudo dos programas de estudo e 2o aumento do volume de
trabalho dos alunos ndo pode ser uma solugdo duradoura. Pois ha de se considerar prioritarias
as disciplinas que contribuam ao desenvolvimento das capacidades intelectuais dos
alunos e que permitam adaptar-se razoavelmente as mudang¢as e as diversidades
tecnolégicas, econdmicas e culturais [...] (UNESCO, 1995, p. 30-1, TDOC).

A renovacéo do ensino e da aprendizagem em educagdo superior € fundamental para melhorar

sua pertinéncia e qualidade. Para isso é necessério estabelecer programas que fomentem a

capacidade intelectual dos estudantes [..] e aplicar métodos pedagégicos que
aumentem a eficiéncia da experiéncia de aprendizagem (UNESCO, 1995, p. 9, TDOC).

E interessante notar que a UNESCO aponta a mudanca do modelo conteudista,

centrada na transmissdo de conhecimentos, para um novo modelo, centrado no

estudante como agente de transformagéo da sociedade.

Cada pessoa [..] deverd estar em condi¢cbes de aproveitar as oportunidades educativas
oferecidas para satisfazer suas necessidades bésicas de aprendizagem. Estas necessidades
abarcam tanto as ferramentas essenciais para a aprendizagem (como a leitura e a escrita, a
expressdo oral, o calculo, a solugdo de problemas) como os contetdos basicos da
aprendizagem {conhecimentos teéricos e praticos, valores e atitudes) necessarios para
que 0s seres humanos possam [...] tomar decisdes fundamentadas e continuar aprendendo
[-.J (UNESCOQ, 20093, p. 75, TDOC).

Para alcancar esses objetivos, pode ser necessario rearranjar curriculos, usando métodos
novos e apropriados, para ir além do dominio cognitivo das disciplinas. Novas
abordagens pedagégicas e didaticas devem ser acessiveis e promovidas com o intuito
de facilitar a aquisi¢dc de habilidades, competéncias e capacidades para comunicagao,
analises criticas e criativas, pensamento independernte e trabalhos em grupos [.]
(UNESCO, 1998, p. 6, TDOW).

Havera de se encontrar métodos menos formais e mais flexiveis de especializagdo e
atuaiizagdo de connecimentos [...] (UNESCO, 1995, p. 35, TDOC).

[...] também se exigem uma renovac¢do de sua pedagogia, aprendizagem, investigagdo
(UNESCO, 1995, p. 53, TDOC).

Desenvolver competéncias para acompanhar e facilitar a aprendizagem durante toda a
vida (UNESCO, 2000, p. 40, TDOC).

[...] incluir como conteitdos de aprendizagem significativa as habilidades [...] (UNESCO,
2000, p. 39, TDOC).
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Todos 0s jovens e adultos devem ter a oportunidade de assimilar o saber e aprender valores,
atitudes e conhecimentos praticos, que lhes servirdo para melhorar sua capacidade de
trabalhar, participar plenamente na sociedade, dirigir sua vida e seguir aprendendo
(UNESCO, 2000, p. 16, TDOC).

[...] os individuos aprendem verdadeiramente como resultado da aquisigdo de conhecimentos
dteis, capacidade de raciocinio, atitudes e valores (UNESCO, 2000, p. 76, TDOC).

[...] educar incluindo treinamento profissional, que combine conhecimentos e habilidades de
alts rivel, utilizando disciplinas e conteiidos continuamente adaptados as necessidades
presente e futura da sociadade (UNESCO, 1998, p. 3, TDQI).

Politicas publicas devem ser estabelecidas no que diz respeito acs professores de ensino
superior, que nos dias de hoje precisam se focar sobre o ensino de estudantes, em
aprender e [...] tomar iniciativa mais do que ser exciusivamente fontes de conhecimento.
Provisdo adequada deve ser feita para a pesquisa e para aumentar € melhorar habilidades
pedagdgicas, através de programas de desenvolvimento de pessoal, encorajendo constante
inovagdo no curriculum e nos métodos de ensino e aprendizagem (UNESCO, 1998, p. 7,
TDOI).

Essas estratégias deverdo abordar o novo papel dos docentes para preparar o aluno a uma
nova economia baseada no saber e movida pela tecnologia. Os professores deverdo
eiitender a diversidade dos estilos de aprendizagem [...] (UNESCO., 1998, p. 21, TDOC).

1.1.2. BID

O Banco Interamericano de Desenvolvimento ressalta caracteristicas e
consequéncias da expansdo da ES, porém aponta um fato de extrema importarcia

sobre a qualicdade discente.

A expansdo acelerada da educagdo superior que comegou em meados do seculo [XX] se
produziu em condicées que nado foram conducentes a niveis aceitavejs de desempenho
[...] do ponto de vista de qualidade Entre tais condigbes pode-se mencionar 0O
subdesenvolvimento e a instabilidade econémica, outras limitagées fiscais, o atraso e a
dependéncia em matéria de tecnologia, a repressdo politica e os distiirtios sociais e a
indiferen¢a cultural com respeito ao estudo cientifico e a investigagdo (IADB, 1997, p. 8,
TDOC).

Com a lideranga das universidades publicas, a educacdo superior tem produzido
historicamente um acimulo de profissionais [..] apesar de que também se estejam

graduando muitos estudantes com uma preparag¢do deficiente (IADB, 1997, p. 5, TDOC).
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[.-.] uma série de indicadores [...] sugerem que os planos de estudos estio desatualizados,
que hé falta de material didético e que alguns estudantes passam pelo sistema com
esfor¢co e proveito minimos, sendo tudo isto comum ftanto para o setor publico como no
privado [...] (IADB, 1997, p. 9, TDOC).

O BID faz, adicionalmente, diversos apontamentos sobre como solucionar essas

discrepancias:

[..] o modelo tradicional da sala de aula centrada em torno de um conferencista passa a
ser uma de muitas opgoées [...] (IADB, 1997, p. 10, TDOC).

O principal oLjetivo seria dar assisténcia as reformas encaminhadas para transformar um
plano de estudos rigido e extremamente especializado em um plano de estudos com
mais um tom de “aprender a aprender”. Este é o objefo de uma boa educagdo geral. Os
planos de estudos rigidos de uma profissdo determinada deveriam ser substituidos por
planos mais flexiveis, [..] junto com estudos gerais centrados na aquisicdo de
habilidades criticas, comunicagdo escrita e capacidade de raciocinar [...] (IADB, 1997, p.
37, TDOC).

1.1.3. IBE®

A IBE, em sua 44% Conferéncia Internacional de Educagdo, apontou algumas

diretrizes ja mencionadas anteriormente.
Sugerem-se dirstrizes basicas que poderiam ser transformadas em estratégias, politicas ou
planos de acdo em niveis institucionais ou nacionais de acordo com as condigcbes das
diferentes comunidades (IBE, 1994, p. 23, TDOI).

Atentar [...] para formar num todo coerente as varias medidas desejadas [...], realinhando a
educagdo em todos o0s niveis, repensando métodos e revendo materiais de ensino em uso,
estimulando pesquisa, desenvolvendo treinamento docente, ajudando a fazer o sistema
educacional mais aberto a sociedade na forma de uma parceria ativa (IBE, 1994, p. 24, TDO!).

A FEducagdo deve desenvolver a capacidade de estimar a liberdade e as habilidades de
encontrar suas mudangas. Isto significa preparar cidaddos para enfrentar dificuldades e
situagobes incertas e prepara-los para autonomia pessoal e responsabilidade (IBE, 1994,
p. 24, TDOI).

Em consideragdo aos métodos, o uso de métodos ativos, trabalho em grupo, a discussao
de valores morais e ensino personalizado devem ser encorajados [...] (IBE, 1984, p. 27,
TDOJ).

® IBE: Intemational Bureau of Education (Bird Internacional de Educagio).
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Novos problemas requerem novas solugées. E essencial elaborar estratégias para fazer o
melhor uso das descobertas da pesquisa, para desenvolver novos métodos e
abordagens (...) (IBE, 1994, p. 28, TDOU).

1.1.4. MEC

O Ministério da Educagéo, por meio do CNE-CES’, também apontou diversas

caracteristicas da ES atualmente no pais.

I...] os curriculos dos cursos superiores, formulados na vigéncia da legisfagado revogaca [...], em
geral caracterizam-se por excessiva rigidez que advém, em grande parte, da fixagdo
detalhada de minimos curriculares e resultam na progressiva diminuicdo da margem de
liberdade que foi concedida as instituicbes para organizarem suas atividades de ensino
(BRASIL, 1997).

Outro comentario enfatiza, vindo ao encontro do gue ¢ BID apontou, que
com efeito, muitos tém sido os fafos envolvendo profissionais que, embora graduados com
qualidade em determinada época, se contentaram com o diploma que ostentam, ndo mais
acompanhando o avange cientifico e tecnolégico, deixando muito a desejar em seu
desempenho técnico (...) (BRASIL, 2003).

Alguns pareceres contém diretrizes gerais para 0 modo de atuagao dos cursos de

graduacio:
Entende-se que as novas diretrizes curriculares devem contemplar eiementos de
fundamentagdo essencial em cada area do conhecimento, campo do saber ou profisséo,
visando promover no estudante a capacidade de desenvolvimento intelectual e
profissional auténomo e permanente [...] Devem induzir a implementag¢do de programas
de inicia¢do cientifica nos quais o aluno desenvolva sua criatividade e analise critica [...]
(BRASIL, 1997).

Os cursos de graduagdo precisam ser conduzidos, através das Diretrizes Curriculares, a
abandonar as caracteristicas de que muitas vezes se revestemn, quais sejam as de atuarem
como meros instrumentos de transmissdo de conhecimento e informag¢ées, passando a
orientar- se para oferecer uma sélida formacado bdsica, preparando o futuro graduado
para enfrentar os desafios das rapidas transformagées da sociedade, do mercado de

trabalho e das condigdes de exercicio profissional (BRASIL, 1997).

As diretrizes curriculares devem observar os seguintes principios: [...] §) Estimular praticas de
estudo independente, visando uma progressiva autonomia profissional e intelectual do

aluno; [...] 7) Fortalecer a articulagdo da teoria com a pratica, valorizando a pesquisa

7 CNE: Conselho Nacional de Educacéo.
CES: Cémara de Educagéo Superior.
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individual e coletiva, assim como os est4gios e a participagdo em atividades de extensdo
(BRASIL, 1997).

A Lei de Diretrizes e Bases da Educacdo Nacional [...] assegura ao ensino superior maior

flexibilidade na organizagdo curricular dos cursos, atendendo a necessidade de uma

profunda revisdo de toda a tradigcdo que burocratiza os cursos e se revela incongruente

com as tendéncias contempordneas de considerar a formagdo em nivel de graduagédo
como uma etapa inicial da forma¢ao continuada [..] (BRASIL, 2001).

De mode mais especifico para o curso de graduacdo de Farmacia, as Diretrizes

Curriculares estabelecem diversas diretivas, sendo algumas importantes e

pertinentes para a presente dissertagao.
O Curso de Graduacdo em Farmdécia tem como perfil do formando egresso/profissional o

Farmacéutico, com formag¢do generalista, humanista, critica e reflexiva [...] (BRASIL, 2002).

Cada prcfissional deve assegurar que sua pratica seja realizada de foima integrada e continua
com as demais instancias do sistema de saltde, sendo capaz de pensar criticamente, de
analisar os problemas da sociedade e de procurar solu¢6es para os mesmos (BRASIL,
2002).

[...] Para este fim, os mesmos devem possuir competéncias e habilidades para avaliar,
sistematizar e decidir as condutas mais adequadas, baseadas em evidéncias cientificas
(BRASIL, 2002).

[...] os profissionais devem ser capazes de aprender continuamente, tanto na sua

formacdo, quanto na sua pratica (BRASIL, 2002).

[...] conhecer métodos e técnicas de investigagdo e elaboragdo de trabalhos académicos
e cientificos (BRASIL, 2002).

O projete pedagdgico do Curso de Graduagdo em Farmécia deverd contemplar atividades
complementares e as Instituicbes de Ensino Superior deverdo criar mecanismos de
aproveitamentc de conhecimentcs, adquiridos pelo estudante, através de estudos e
praticas independentes presenciais e/ou a distdncia, a saber: monitorias e estigios;
progranias de iniciagdo cientifica; programas de extensgo; estudos complementares e

cursos realizados em outras dreas afins (BRASIL, 2002).

O Curso de Graduagdo em Farméacia deve ter um projeto pedagoégico, construido
coletivamente, centrado no aluno como sujeito da aprendizagem e apoiado no professor
como facilitador e mediador do processo ensino-aprendizagem. Este projeto pedagogico
deverd buscar a formagéo integral e adequada do estudante através de uma articulagdo entre o

ensino, a pesquisa e a extensdosassisténcia (BRASIL, 2002).
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[...] abordar as 4reas de conhecimento, habilidades, atitudes e valores éticos, fundamentais

a formacgéo profissional e académica (...} (BRASIL, 2002).

[..] contemplar a abordagem de temas observando o equilibrio tedrico-pratico,
desvinculado da vis&o tecnicista, permitindo na pratica e no exercicio das atividades a
aprendizagem da arte de aprender (BRASIL, 2002).

Conforme aponta Marson (2003), vé-se, através das caracteristicas citadas por

alguns organismos nacionais e internacionais, que o estudante deve ser o principal
agente do processo educacional, sempre auxiliado pelo prefessor (que, em conjuntc
com os monitores, no caso especifico desta dissertacdo, serdo denominados
orientadores).

Em termos gerais, a visdo de aprendizagem apresentada nos excertos mostra
que os estudantes devem ser ensinados sobretudo a “aprender a aprender’ e a

“aprender a transformar informagdes em conhecimentos”.
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1.2. OBJETIVOS DAS AULAS PRATICAS

A Bioquimica (BQ) tem grande importancia para a formagdo de diversos
profissionais tais como farmacéuticos, bidlogos, quimicos, médicos, biomédicos,
enfermeiros, nutricionistas, odontologistas, educadores fisicos, entre outros. Basta
verificar que esta disciplina €& pré-requisito nos curriculos destes cursos de
graduagao (SILVA, 2002).

Por ser uma ciéncia essencialmente experimental (VELLA, 1987), a importancia
da BQ é muito grande, devido ao uso cada vez mais comum de suas técnicas em
varios setores da pesquisa cientifica. Essas técnicas geralmente sdo ensinadas em
disciplinas de BQ, podendo ser modificadas e ajustadas de acordo com a formagao
especifica de cada profissional.

Diversos autores classificaram os objetivos das aulas praticas (ALVAREZ, 2002,
AUSTIN, 1997; BOYER, 1987; CORNELY, 1998; DAS; SINHA, 2000; DREISBACH,
1986; FIALHO; ROCHA; MELLO, 1999; GOH; TOH; CHIA 1989; HALL et al., 2003;
HENDRICKSON et al., 1995; LEW!S, 1999; MARUCA, 1990; MOZDZIAK; PETITTE,
CARSON, 2004; PICH-OTERO et al., 1998; RASCHE, 2004; RIVAROLA et al., 1997,
ROBERTS, 2001; STAHELIN et al., 2003; SUELTER, 1982; VYVYAN et al., 2002;
WALLERT et al, 2004, WOOD, 1990, 1996). Utilizar-se-a aqui a classificacac de
Wood (1996), acrescida de topicos criados pelos outros autores referidos neste
paragrafo.

As aulas praticas abrangem trés grandes grupos de objetivos.

1. llustragéo da teoria:

. consoiida¢@o de conceitos apreendides teoricamentie;

. aprendizagem de hipdteses, modelos tedricos e categerias taxondmicas.
2. Desenvolvimento de habilidades manipulativas:

. ensino de fendémenos através dc manuseio e/ou demonstragdo em

equipamentos;

. manuseio de materiais bioldgicos;

. aprendizagem de técnicas classicas e/ou padroes;

. aprendizagem da utilizagao de instrumentos e/ou equipamentos.

3. Desenvolvimento de habilidades cognitivas superiores:

. planejamento de experimentos;

. aproximagao da pesquisa experimental;
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. aprendizagem de como seguir um protocolo;
. observagao e registro de dados acuradamente;
. tratamento de dados;
. utilizagao de métodos estatisticos de tratamento de dados;
. processamento e apresentagao de dados, resultados e conclusdes;
. validagdo de ensaios;
. redacao de protocolos;
. analise critica de resultados;
. aprendizagem de busca de literatura cientifica;
. aprendizagem de leitura de literatura cientifica
. proposi¢cao de experimentos que respondam questdes desconhecidas;
. utilizagéo de raciocinio légico e critico;
. proposicao e testes de hipéteses;
. comunicagao de resultados de forma oral e/ou escrita;
. trabalho em ccnjunto como membro efetivo de grupos;
. compreensao da natureza da ciéncia:
. empreendimento cientifico;
. existéncia da multiplicidade de métodos cientificos;
. inter-relagcoes entre ciéncia e tecnolegia.
4. Desenvolvimento de atitudes:
. curiosidade;
. interesse;
. COITer risco;
- Objetivicdade;
. precisao;
. confianga;
. perseveranga;
. satisfacao;
. responsabilidade;
. CONsenso;
. colaboragéo.
Os objetivos das aulas praticas podem também ser reclassificados utilizando a
Taxionomia de Bloom (BLOOM, 1973). Nesta classificacdo, as diversas habilidades

foram agrupadas em trés dominios, de acordo com seus objetivos educacionais.
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Cada dominio corresponde a uma série de habilidades préoprias, porém néo
indissocidveis umas das outras.

Aulas praticas estdo fortemente centradas em habilidades cujos objetivos
educacionais recaem no dominio psico-motor (objetivos relacionados as
habilidades manipulativas ou motoras), preterindo o dominio cognitivo (objetivos
vinculados as operagdes intelectuais) e o dominio afetivo (objetivos relativos a
mudangas de interesse, atitudes e valores e o desenvolvimento de apreciagbes e
ajustamento adequado).

Ja Domin (1999) fez algumas consideragdes sobre os estilos predominantes nas
aulas praticas (Tabela 2). Cada estilo péde ser definido por trés variaveis: resultado

final dos experimentos, abordagem e procedimento.

Tabela 2 - Estilos de aulas praticas e suas respectivas variaveis

Caracteristicas

Estilo -
Resultado Abordagem Procedimento
- talmente .
Expositivo T otalm n Dedutivo Entregue
pré-determinado
Investigativo Indeterminado Indutivo Realizado pelo estudante

Parcialmente .
Descoberta . . . Indutivo Entregue
pré-determinado

i Parcialmente . .
Baseado em Problemas . ] Dedutivo Realizado pelo estudante
: pré-determinado

O Estilo Expositivo, também conhecido como estilo tradicional ou estilo de
verificaggo, caracteriza-se por um resultado final totalmente pré-determinado dos
experimentos. Tanto estudantes como professores sabem o resultado do
experimento. Sua abordagem € dedutiva, cu seja, os estudantes aplicam
determinados conceitos cientificos para verificar sua veracidade. As praticas para a
realizacac desses experimentos sd3o obtidas de uma fonte externa, ndo sendo
desenvolvidas pelos estudantes.

Domin declara que o estilo expositivo é também o mais criticado, devido ao seu
carater pouco exploratério, pois os estudantes ndo planejam nem validam seus
experimentos. Ha pouca énfase nas discussdes dos resultados, pois os estudantes
perdem muito tempo tentando reproduzir o resultado esperado em detrimento do
planejamento e/ou organizagao dos experimentos. Declara também que as

mudangas conceituais sdo ineficientes.
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Os demais estilos, por diferirem do expositivo em uma ou mais caracteristicas sdo
denominados estilos ndo-tradicionais.

O Estilo Investigativo, ou estilo investigativo aberto, tem um resultado final
indeterminado tanto para estudantes quanto para professores. Sua abordagem é
indutiva, os estudantes devem inferir o conceito cientifico a partir da observagao dos
fendmenos. O procedimento para a observagdo dos fendmenos deve ser planejado
pelos estudantes, com o auxilio dos professores.

Tanto o envolvimento quanto a responsabilidade discente nesse estilo sdo muito
maiores que em quaisquer outros estilos. Os estudantes devem formular seus
problemas, coletar dados de trabalhos anteriores, elaborar os procedimentos e
predizer o resultado da pratica realizada.

O Estilo de Descoberta, ou estilo investigativo guiado, difere em duas
caracteristicas do estilo expositivo. O resultado previsto € conhecido somente pelo
professor, fazendo com que seja parcialmente pré-determinado. Isso faz com que a
abordagem seja indutiva. Os estudantes elaboram seus proprios conceitos
cientificos a partir da observagao dos fenémenos.

A descoberta faz com que o contetdo seja administrado de forma personalizada,
tornando sua assimilagdo mais significativa e melher retida, aléem de ser interessante
do ponto de vista motivacional, pois os estudantes descobrem por si proprios.

O Estilo Baseado em Problemas segue o modelo expositivo, com exce¢éo do
procedimento ser realizado pelos estudantes e do fato de ser parcialmente pré-
determinado. A partir de uma série de problemas iniciais, os estudantes sdo guiados
pelos professores até a resposta final da questao-problema.

H& énfase no desenvolvimento de hipbteses em detrimento da solugdo ser ou nao
correta. Através da aplicagdo de seus conhecimentos para encontrar a solugdo dos
problemas o0s estudantes tornam consciéncia do porqué do experimento e para qué
ele se destina.

A comparagao entre estratégias e/ou estilos é, por vezes, inevitavel. Porém néao é
interesse desta dissertagdo hierarquiza-las pela qualidade. O que, de resto, seria
improcedente, ja que as estratégias efou estilos se prestam a tipos diferentes de
objetivos educacionais. Silva (2003) evidencia muito bem a complexidade de tal
andlise:

“[...] a priori ndo tem como fugir desse confronto empirico, pois é por meio dessa andlise

contrastiva que se observa como, ‘0 que fraz de novo do tradicional, ‘como eles se
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complementam’. ‘'em que eles se diferem’, efc. Na verdade, ndo existem vantagens e
desvantagens, cada meio possui as suas préprias caracteristicas e cumpre cada um a sua

fung&do social e cultural.”

Pelo levantamento bibliografico (p. 22-6) realizadc fica aparente a contradigéo
entre a reconhecida importancia das aulas praticas de BQ e a frequéncia de
pesquisas que orientem a sua estruturagao eficiente.

Silva (2002) aponta que na maior parte das disciplinas de BQ na
um predominio absoluto de atividades tedricas em relacdo as atividades praticas

Em sua pesquisa, realizada em 2000, foram analisadas as disciplinas de BQ que
compunham a grade curricular de 53 cursos de graduagdo da area de Salde® em
universidades do municipio de S&o Paulo. Cerca de 70% tiveram, em sua carga
horaria, aulas praticas, sendo que nenhuma ultrapassou 40% da carga horaria total
de cada disciplina.

Dessa forma o pequeno numero de aulas praticas em uma disciplina de BQ acaba
por gerar um déficit na aprendizagem experimental dos estudantes. Somado a isso,
nessas aulas utilizam-se técnicas antigas e desatualizadas, muitas destas fora do
contexto do futuro ambito profissional do estudante. Galembeck (1999) aponta as
razdes para tais contradi¢des:

. equipamentos de alto custo de compra e manutencdo. Sao utilizados, portanto,
equipamentos antigos e/ou ultrapassados;

. reagentes caros, na maioria das vezes importados. H4 um grande desperdicio
desses materiais por estudantes ainda imaturos;

. tempo reservado as praticas geralmente muito pequeno, coincidindo com o que foi
apontado por Silva (2002) anteriormente (ilustracéo da teoria).

Assim a escolha de tdpicos a serem abordados nas aulas praticas recai sobre um
numero limitado de experimentos, porque praticas mais elaboradas sdo de dificil
realizagdo operacional. Comodidade de uso, obtengdo de resultados seguros e
tradicdo de utilizagdo também sao critérios muito comumente utilizados para a
selegdo de experimentos.

Somado a isso, ha o fato de que os estudantes trabalham em grupos geralmente
muito grandes, havendo poucas chances efetivas de manipulagdo (GALEMBECK,
1999). A falta de experimentos padronizados e testados, nas condi¢gdes adequadas

para cada institui¢cdo, limita a amplitude de uma selegéo critericsa de experimentos.

8 P .. ~ P L. .. . . .
Os cursos eram: Biomedicina, Educagdo Fisica, Enfermagem, Farmacia, Fisioterapia, Fonoaudiologia,

Medicina, Medicina Veterinaria. Nutrigdo, Odontologia, Quiropraxia, Terapia Ocupacional e Tecnologia Oftalmica.
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Diante das limitacdes apresentadas a aplicagcdo das aulas praticas € extremamente
prejudicada.

Sob o ponto de vista discente, as aulas praticas so atividades em que se
seguem receijtas (VELLA, 1987). Essa afirmagéo € confirmada por alguns dos artigos
referidos na revisdo bibliografica (p. 22-6) (FIALHO; ROCHA; MELLO, 1999;
GALLET, 1998; GORGA, 2000, HERMAN, 1998; HUTCHISON; ATWOOD, 2002,
LOKE et al, 2001; PICH-OTERO et al.,1998; ROBERTS, 2001; SINGH, 1999;
STAHELIN et al., 2003; WILSON, 1987; WOOD, 1990).

Vella afirma que os laboratérios de BQ acabam se tornando frustrantes e néo-
produtivos para muitos estudantes, que frequentemente acham que realizam um
trabalho custoso e sem  sentido. Aponta que talvez essa sensacdo seja devida a
forma que as aulas praticas sdo ministradas.

Alvarez (2002) aponta que em aulas praticas ocorre um superdimensionamento
nas habilidades manipulativas, preterindo os demais objetivos educacionais.

No desenvolvimento da disciplina a ser aplicada e analisada nesta dissertagdo
optou-se por utilizar elementos dos diverscs estilos ndo-tradicionais. A disciplina
assemelha-se muito ao estilo de descoberta, ja que o0s resultados sao pré-
determinados, mas somente pelos professores. Assim a abordagem € indutiva.
Porém as estratégias de ensino desenvolvidas para a aplicagdo desta disciplina
cooptam elementos de outros estilos nao-tradicionais, tais como a proposicao de
problemas e o fato de haver uma simulagédo de um projeto de pesquisa, que por si s

ja evidencia o estiio investigativo.
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1.3. TEORIAS DE APRENDIZAGEM

O desenvolvimento do projeto descrito nesta dissertacdo baseou-se na visao
construtivista do processo de ensino e aprendizagem. Por construtivismo pode-se
definir uma determinada linha das teorias cognitivistas cuja énfase se da nos
processos da construgdo de conhecimento.

Giraldo (1996) afirma que as teorias cognitivistas
procuram explicar o processo de aprendizagem sob o ponto de vista da Psicologia cognitivista,
o qual sustenta que a aprendizagem de material significativo é, por exceléncia, um mecanismo
humano para adquirir e reter a vasta quantidades de idéias e informa¢des de um corpo de
conhecimento.

Por estar inserido nessa linha tedrica, no construtivismo considera-se que

a cognigdo se produz por construgdo, (...) tanto individuos como grupos de individuos
constroem seus conhecimentos atribuindo significados a realidade em que se encorntram.
Admite-se que as concepgdes individuais assim como as concepgoes coletivas do mundo
mudam com o passar do tempo.

O ensino de ciéncias, sob um ponto de vista construtivista, leva em conta que a ciéncia é uma
construgdo humana, cuja estrutura conceitual tem carater proviséno e evolucionaro pois, ao
longo do tempo, esté aumentando e modificando-se; por isso, o construtivismo considera que a
aprendizagem das ciéncias se da como constricdo na mente de cada aluno.

Dessa forma o construtivismo considera que 9 estudante € o construtor do seu
proprio conhecimento. Cabe ao professor a tarefa de facilitagdo da construgdo desse
conhecimento pelo estudante.

Mas Giraldo afirma que nao se conhece como séo produzidas as construgdes dos
conhecimentos, sendo propostas tecrias construtivistas. No caso desta dissertacéo,
o referencial tedrico mais préximo foi a Teoria Sécio-Cultural formulada por Lev
Vygotsky (1896-1934). A aprendizagem colaborativa nas aulas praticas esta,
portanto, alicergada na concepg¢do socio-cultural na construcdo do conhecimento.

Silva (2003) aponta que

“(...) para Vygotisky, o desenvolvimento do homem é definido pelas intera¢cdes sociais e ndo
por principios meramente naturais e biolégicos. Com esta posicéo tedrica, Vigotisky apresenta
e inaugura uma outra perspectiva para explicar o desenvolvimento cognitivo humano: a
perspectiva sécio-cultural. Ao sustentar tal proposigdo, ele acabou por se distanciar tanto das

teorias funcionalistas e estruturalistas quanto das concepgles biologizantes e mecanicistas que

até entdo dominavam a forma de conceber a natureza humana.”
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O individuo, portanto, desenvolveria suas habilidades cognitivas por meio da
interagdo social com outros individuos, seus pares ou mais capazes, num
determinado contexto cultural. Para isso Vygotsky langa mao dos conceitos de nivel
de desenvolvimento real, nivel de desenvolvimento potencial e zona de
desenvolvimento proximal (ZDP).

Oliveira (1995) afirma que
“o nivel de deserivolvimento real (...) caracteriza o desenvolvimento de forma retrospectiva,
ou seja, refere-se a etapas ja alcangadas, ja conquistadas (...). As fungdes psicoldgicas que
fazem parte do nive! de desenvolvimento real (...) em determinado momento da vida sédo
aquelas j& bem estabelecidas naquele momento. Sdo resultados de processos de
desenvolvimento ja completados, jé consolidados.” '

Ja o nivel de desenvolvimento potencial caracteriza-se pela
“capacidade de desempenhar tarefas com a ajuda (...) de companheiros mais capazes. Ha
tarefas (...) [que uma pessoa) ndo é capaz de realizar sozinha, mas que se torna capaz de
realizar se alguém lhe der instrugbes, fizer uma demonstragdo, fornecer pistas, ou der
assisténcia durante o processo”.

A autora reforga que
‘essa ideia é fundamental na teoria de Vygotsky porque ele atribui importancia extrema a
interacdo social no processo de constru¢do das fungbes psicolégicas humanas. O
desenvolvimento individual se da num ambiente social determinado e a relagdo com o outro,
nas diversas esferas e niveis da atividade humana, é essencial para o processo de construgdo
do ser pscicoldgico individual.”

Pelas palavras de Vygotsky, a zona de desenvolvimento proximal é definida,

portanto, como
‘a disténcia entre o nivel de desenvolvimento real, que se costuma determinar através da
solugdo independenie de problemas, e o nivel de desenvolvimento potencial, determinado
atraveés da solugdo de problemas sob a orientagdo (...) ou em colaboragdo com companheiros
mais capazes. (...) A ZDP define aquelas fungbes que ainda ndo amadureceram, mas que
estédo em processo de maturagdo, fungbes que amadurecerdo, mas que esfdo presentemente
em estado embrionédrio. Essas fungbes poderiam ser chamadas de “brotos” ou “flores” do

desenvolvimento, ao invés de frutos, do desenvolvimento.”

Um exemplo real de situagdo em que os postulados de Vygotsky sao postos em
pratica foi dado por Costa e Torres (2004). Em sua pesquisa, 0s autores
monitoraram disciplinas colaborativas, relatando que

ao contrario do que ocorre nas auvlas expositivas, [nas aulas em que o ensino colaborativo foi

aplicado] os estudantes foram encorajados a ajudar uns aos outros, minimizando

sentimentos competitivos; o professor ndo era mais o foco das aten¢ées, porém tornou-
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se um guia e facilitador. O professor ouvia, encorajava a expressdo de idéias (...) e

devotava sua atencdo aos grupos com maiores dificuldades.
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1.4. CARACTERISTICAS DAS AULAS BASEADAS EM PROJETOS

O desenvolvimento de disciplinas que contemplem as recomendagdes feitas pelos
6rgdos nacionais e internacionais, proporcionando ¢ desenvolvimento de habilidades
que nao somente aquelas derivadas da manipulagdo dos experimentos, €
extremamente desejavel.

Buscas especificas nas duas principais revistas da area® revelaram uma
quantidade muito pequena de artigos tratando de disciplinas baseadas em projetos
(Tabela 3).

Dos 30 artigos encontrados, 13 foram publicados entre 2001 ¢ 2004, periodo no
gual o projeto descrito nesta dissertagac estava sendo desenvolvido, demonstrando
que atualmente existe uma preocupagdo genuina no desenvolvimento de diferentes
curriculos.

Grande parte dos artigos descreve iniciativas pessoais docentes. Somente em
alguns se evidenciam iniciativas institucionais.

Algumas caracteristicas das disciplinas podem ser destacadas.

1. Apresentavam aulas tedricas expositivas introdutérias (lectures).

Cerca da metade apresentava praticas seqlienciais, o0 que configura uma

N

indicagao bastante forte de que as disciplinas eram crientadas por projetos.

3. Entre os artigos que registram o numero de estudantes participantes, a maioria
descreve aulas para um numero reduzido de estudantes. Somente cinco artigos
apontaram mais que 50 estudantes em seu corpo discente.

4. Os periodos de aulas variavam em torno de seis horas semanais, incluindo os
periodos de aulas expositivas.

5. Havia aulas de treinamento técnico de manipulagdo antes do inicio dos projetos
propriamente ditos. Consumiam de 30% até 70% do tempo total das disciplinas.

6. Poucos artigos assinalaram discussdes ao final dos experimentos.

Somente seis artigcs (20%) assinalaram a preseng¢a de monitores.

8. A maior parte das disciplinas consistiu em um Unico projeto. Somente duas
disciplinas consistiram de mais que um mini-projeto.

9. Aproximadamenie 30% dos artigos evidenciaram a avaliacdo da disciplina,

geralmente por meio de questionarios padronizados, institucionais ou nao,

® Biochemistry and Molecular Biology Education (antiga Biochemical Education) e Journal of Chernical Education.
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respondidos por estudantes e instrutores. Porém, o método de analise dos dados
nao é explicado, explicitado nem devidamente aprofundado.

10.Apesar disso a grande maioria dos autores afirma a boa performance dos
estudantes e os altos indices de aceitagdo destes.
Um quadro comparativo de diferentes aspectos das disciplinas referidas

encontra-se na Tabela 3.
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OBJETIVOS

Nesta capitulo sZo apresentados o©s
objetivos gerais e especificos que a

dissertacédo pretende investigar.
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2.1. OBJETIVOS GERAIS

1.

O principal objetivo do projeto foi a criagdo de uma disciplina pratica inovadora,
para proporcionar aos estudantes formas de aprendizagem recomendadas pelos
o6rgaos e instituicbes oficiais, utilizando-se para isso metodologias de
aprendizagem ativa e colaborativa.

Sendo a proposta a criagdo de uma disciplina préatica colaborativa de BQ,
estrutura-la para que se assemelhasse ao desenvolvimento de um projeto de
pesquisa, contribuindo para desenvolver, nos estudantes, as habilidades

necessarias para esta atividade.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Ensinar os conteldos especificos das praticas (pormenorizados na secdo 3.3.2,
p. 33-5).

Oferecer para o maior numero possivel de estudantes uma disciplina
estabelecida em um modelo misto, contendo métodos classicos (com roteiros
praticos eniregues aos estudantes), € menos tradicionais, como a proposigao de

discussdes antes e apds as aulas de laboratorio.

Criar, otimizar e padronizar experimentos que possam ser usados em diversos

cursos basicos de Bioquimica, de forma isolada ou conjunta.

Contribuir para o crescimento qualitativo das aulas praticas de Bioquimica,
alterando a sua importancia no desenvclvimento da capacidade instrutiva das
disciplinas.

Desenvolver nos estudantes a habilidade de trabalho em grupo, constituido por

pessoas estranhas a seus grupos de amizade pessoais, antecipando assim suas

vidas profissicnais.

Estimular a discussédo discente por meio das atividades em pequenos grupos

promovidas nas aulas.

Criar um modelo de disciplinas praticas colaborativas.

. Oferecer um modelo de estrutura de disciplinas praticas que possa ser aplicado,

com as adaptagOes apropriadas, por outros docentes, de outras instituigdes e

Cursos.



METODOS & PROCEDIMENTOS

Métodos & Procedimentos relata a
estruturagdo da discipliina Bioquimica
Experimental, exempiificando, quando
necessario, os principais processos da
sua construgio.

M&P atende duas finalidades. A primeira
consiste na descrigdo pormenorizada da
escolha, ajuste, montagem, aplicagao e
avaliagdo de uma disciplina pratica
colaborativa simuladora de um projeto de
pesquisa.

O segundo fim, conseqiéncia direta do
primeiro, exemplifica a aplicagdo dos
principios preconizados anteriormente no
desenvolvimento da disciplina QBQ0216 —
Bioquimica Experimental. Os dois fins

atenderam aos objetivos da dissertagao.
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Primeiramente foi feita a escolha da disciplina. Num segundo momento, foi
realizado um ajuste entre os principios do projeto e as caracteristicas da disciplina. A
seguir foi realizada a montagem da disciplina, caracterizada pela criacdo da
proposta inicial de trabalho, das praticas e das estratégias de ensino das aulas. Na
aplicacdo, a disciplina foi novamente ajustada, de acordo com seu horario, nimero

de professores, monitores e estudantes. Por fim efetuou-se a avaliagao.

3.1. ESCOLHA

A escolha da disciplina deve obedecer postulados claros e simples. Ha duas
regras gerais para a escolha da melhor disciplina.

1. A carga horaria da disciplina ndo deve ser pequena. Essa exigéncia é
justificada pelo fato de que, numa disciplina colaborativa, a discussdo é um processo
importante da aprendizagem. Disciplinas com cargas horarias grandes facilitam este
processo, pois as discussdes em grupe demandam tempo. As disciplinas com
pequena carga horaria ndo estdc excluidas da aplicacdo de metodologias praticas
colaborativas, mas, neste caso, as atividades planejadas devem ser criteriosamente
escolhidas para que a falta de tempo habil ndo seja um obstaculo para o processo de
aprendizagem.

2. Especialmente as disciplinas das ciéncias naturais, nas quais o componente
empirico é altamente valorizado, contém, em seus curriculos, componentes teoricos
e praticos. Para uma disciplina pratica colaborativa ha necessidade de que a carga
horaria do componente pratico seja alta. Disciplinas cujos curriculos tenham
componentes praticos pequenos impediriam a aplicagdo de uma metodologia
colaborativa, pois n&o haveria tempo suficiente para uma simulagéo de um projeto de
pesquisa.

No Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (IQUSP) a disciplina
QBQ0216 — Bioquimica Experimental foi escolhida, pois foi aquela que melhor se
enquadrou nas caracteristicas supracitadas - tinha uma carga horaria relativamente
alta (120 horas), distribuida em 15 semanas, com oito horas semanais concentradas
em um unico dia (para a disciplina do periodo integral). Este horéario facilitou a

execugao de procedimentos praticos longos e que ndo poderiam ser interrompidos.
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Em relagdo a segunda caracteristica, QBQ0216 era aplicada em paralelo a outra
disciplina, QBQO0215 — Bioquimica: Estrutura de Biomolécuias e Metabolismo (18C
horas semestrais distribuidas em 12 horas semanais, divididos em trés periodos de
quatro horas), cuja Unica atribuicdo era o ensino de BQ tedrica. Isso tazia com que
Bioquimica Experimental diferisse das demais disciplinas do IQUSP, sendo a unica

totalmente dedicada ao ensino pratico de Bioquimica.

3.2. AJUSTE

Entende-se por ajuste a adaptacado das caracteristicas intrinsecas da disciplina ao
projeto. O ajuste consiste na adaptacdo do projeto ao contexto do curso em
que a disciplina se insere.

QBQO0216 fez parte das disciplinas regulares do ciclo basico do curso de
Farmacia-Bioguimica da Universidade de Séo Paulo (USP). Era ministrada no quarto
semestre letivo. Sua carga horaria era distribuida de forma diferenciada pelos

diferentes periodos — integral e noturno (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo da carga horaria nos periodos

Periodo Dias Horarios
] 8h as 12h
Integral Quartas-feiras X
14h as 18h
Tercas-feiras 3
Noturno 19h as 23h

Sextas-feiras

A adaptagdo se faz tomando as principais caracteristicas da disciplina e os
principios do projeto. A seguir analisam-se eventuais divergéncias e convergéncias.
Quando ha divergéncias, solu¢des devem ser estabelecidas.

No caso especifico deste projeto, ndo foram necessarios ajustes. Os principios do
projeto corsistiram (1) na abordagem experimental da disciplina, ou seja, na
simulagéo de um projeto de pesquisa e (2) na estratégia de ensino prevista, o ensino
colaborativo. Ja as caracteristicas inerentes a disciplina sdo os (1) horarios em que
seria ministrada, (2) seu conteido e (3) as diretrizes curriculares nacionais, neste

caso especifico, do curso de graduagdo em Farmacia.
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As escolhas quanto ao conteldo deveriam respeitar duas condi¢gdes basicas. O
contetdo deveria estar de acordo com o contexto do curso de graduacgdo, nesse
caso, o de Farmacia-Bioguimica. Por isto, as escolhas foram feitas com base na
ementa da disciplinaw.

As abordagens intrinsecas ao projeto deveriam permitir a ministragdo do

conteudo, inserindo-0 no modelo colaborativo.
3.3. MCNTAGEM

Conhecendo a disciplina, seu conteudo e a forma de trabalho, a proxima etapa
censiste na montagem das praticas e das estratégias de aulas requeridas pelo

projeto. Essa escolha foi realizada em trés etapas.
3.3.1. ETAPA1

Consistiu na escolha da proposta inicial de trabalho a ser realizado pelos
estudantes. Deveria estar intimamente ligada com a proposi¢cao da disciplina. Foi
necessario criar um tema amplo de trabalho laboratorial, passivel de ser dividido em
subtemas. Abordado na forma de uma questdo inicial, a resposta a esta pergunta
deveria ser obtida obrigatoriamente de forma experimental.

“Como caracterizar e purificar uma macromolécula?” foi a pergunta criada
para ser respondida pelos estudantes. A justificativa utilizada vem do fato de as
macromoléculas, sejam constitutivas ou indutiveis, estarem presentes ao longo da
vida de qualquer organismo, e seu estudo poder elucidar muitos mecanismos que
regulam a vida destes.

Concomitante com a escolha da pergunta-tema, fez-se a escolha da
macromolécula que seria utilizada e do organismc ac gqual essa macromolécula
pertencia.

A a-glicosidase foi a macromolécula selecionada, pois € amplamente conhecida

e estudada, além de ser uma enzima, classe também extensamente estudada nos

9 Apos a primeira aplicagéo da disciplina, nova ementa foi elaborada, incorporando contetidos e principios cuja
necessidade foi revelada pelas avaliagdes.
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cursos de bioguimica. Como a a-glicosidase esta presente em diversos organismos
optou-se pela levedura Saccharomyces cerevisiae:

- pela praticidade. H4 grande facilidade em trabalhar com organismos unicelulares,
pois, para muitos, sua cultura é facil e bem padronizada. Além disto, sua utilizacao
traz a oportunidade de inserir no contetido da disciplina tdpicos de microbiologia, uma
forma de trabalhar com interdisciplinaridade e multidisciplinaridade;

. por questdes éticas. Optou-se por nao trabalhar com animais;

. por aspectos pedagégicos. Como eucarioto, a levedura é um modelc biolégico
que pode facilmente ser transposto para células eucaridticas de organismos
supericres.

Inicialmente tentou-se utilizar levedura comercial (fermento de pao), mas devido a
contaminagdo com outras espécies de microrganismos, optou-se pela utilizacdo de
cinco cepas definidas de Saccharomyces cerevisiae. 131, 144, AM9-8B, S14 e 5288-
C.

3.3.2. ETAPA 2

A segunda etapa consistiu na criagao e desenvolvimento das praticas a serem
utilizadas pelos estudantes. Duas razbes direcionaram sua criagdo e
aesenvolvimento.

1. A necessidade de praticas seqiienciais. Praticas seqienciais ndo estavam
disponiveis no acervo de experimentos ja utlizados nos cursos praticos do
departamento. A simples transposicdo de praticas classicamente utiiizadas tornaria
impossivel a consecucdo da segunda razao da criacdo dessas praticas.

2. Enriquecimento do rol de praticas padronizadas disponiveis para outras
disciplinas, atingindo assim outro objetivo especifico do projeto.

As praticas criadas podem ser utilizadas umas ligadas as outras, na forma de
uma simulagédo de pesquisa, como também iscladamente, como praticas-estanque.

As praticas foram agrupadas em diferentes moédulos, de acordo com a sua
utilizagdo prevista. Dentro da proposta geral, os moédulos de pesquisa contiveram

propostas mais especificas, trabalhadas num determinado conjunto de praticas
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relacionadas. Cada mddulo de pesquisa objetivou o desenvolvimento de habilidades
especificas relacionadas aquele conjunto de préticas (Tabela 5). Foram criados
quatro médulos:

. 1° médulo: construgdo de uma curva de crescimento e dosagens de glicose e
etanol em meio de cultura;

.2° moédulo: caracterizagdo da enzima o-glicosidase por algumas de suas
constantes (Kn, Vimax, Ki € pH 6timo);

. 3° mddulo: alguns procedimentos de purificagdo de proteinas (precipitacdo com
sulfato de amdnio, cromatografias, eletroforese);

. 4° médulo: identificagcdo da seqiiéncia de um dipeptideo comerciai (simulacdo de
um sequenciamente de proteinas), estudo de compartimentos celulares (membranas,
lipossomos, cadeia de transporte de elétrons) e metabolismo especifico de trealase
de Saccharomyces cerevisiae.

Praticas e médulos foram criados concomitantemente, selecionando-se técnicas
basicas e comumente utilizadas em laboratérios de pesauisa. O nivel de dificuldade
dessas praticas, de baixo a mediano, condizia com os propédsitos de uma disciplina
de servico do ciclo basico. Algumas outras técnicas, julgadas importantes para a
formacéao dos estudantes, foram acrescentadas em virtude das escolhas do projeto.

Foram criadas e padronizadas 20 praticas. A duragédo de cada pratica néo era fixa,
variando de 30 minutos até oito horas. A divisdc do tempo para a adeguagéo das
praticas nos horarios estabelecidos sera analisada na se¢éo 3.4 (p. 43). A Tabela 5
descreve sucintamente as habilidades envolvidas em cada pratica, inseridas em seus

respectivos mddulos.
3.3.3. ETAPA 3

Na dltima etapa, as praticas foram inseridas no modelo do proieto. Diferentes
tipos de estratégias de aulas foram desenvolvidos, condizentes com os principios da
aprendizagem colaborativa e com a intencdo de simulagcdo de um projeto de
pesquisa.

Estruturadas uma em fungdo da outra, compuseram um ciclo. O Planejamento
(P) precedia as praticas. Na Manipulagdao (M), os experimentos planejados eram

realizados, em laboratério. Os dados provenientes da manipulagdo eram tratados
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matematicamente nas aulas de Tratamento de Dados (TD). Por fim, esses dados
eram analisados nas atividades de Analise dos Resuitados (AR). Um novo ciclo P -

M — TD - AR era iniciado com o término do antecedente.

Tabela 5 — Habilidades procedimentais de cada prética

Mdédulo Praticas Habilidades procedimentais
1 Meio de cultura medidas de massas, volumes e pH
2 Inoculagdo em meio de trabalho em meio estéril
cultura inoculac&o de microrganismos

Curva de crescimento de

10 3 Saccharomyces cerevisiae curva de crescimento de microrganismo
. construg&o de curvas—padrao
4 Dosagem de glicose 2 o p
- dosagens colorimétricas
construgdo de curvas—padrao
5 Dosagem de etanol ¢ oL
dosagens colorimétricas
6 Fracionamento celular fracionamento celular
7 Dosagem de proteinas dosagens colorimétricas
8 Determinacé&o da atividade dosagens enzimaticas
enzimatica determinagao de corstantes enzimaticas
9 Caracterizagao da enzima: dosagens enzimaticas
2° K € Vinax determinacao de constantes enzimaticas
40 Caracterizagao da enzima: dosagens enzimaticas
determinag&o do K; determinacdo de constantes enzimaticas
1 Preparacéo de tampoes preparagéo de tampdes
12 Caracterizacao da enzima: dosagens enzimaticas
pH dtimo determinacgéo de constantes enzimaticas
Precipitagdo com S -
13 recipitacdo com sulfato de amonio
L (NH4);S04 precipliaga
s 14 Cromatografia cromatografia de troca ibnica
15 Eletroforese SDS-PAGE™
16 Sequenc;amento de cromatografia em camada delgada
Proteinas
reparacao de lipossomos
17 Membranas prep '9 P .
cromatografia de permeacao em gel
40 18 Cadeia de Transporte de utilizacdo de potenciais de reducgdo na
Elétrons determinacéo do local de agdo de drogas

ativacdo da trealase

~ . fracionamento celular

19 Regulagéo do Metabolismo ]
dosagem de proteina

determinagao enzimatica

20  Tecnologia de Panificagdo

" SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacriylamide Gel Electrophoresis (eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio)
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Cada moédulo de pesquisa conteve de um a trés ciclos, dependendo da
complexidade da(s) pratica(s) trabalhada(s). Em cada ciclo trabalhou-se uma ou mais
praticas.

Praticas simples ou relacionadas por um assuntoc comum, tais como as
relacionadas com a caracterizagao de enzimas, foram agrupadas em uma unica aula
de manipulagdo. Isso fazia com que houvesse uma uUnica aula de planejamento, e
posteriormente, uma Unica aula de tratamento de dados e analise dos resuliados.
Praticas complexas, ou que tratavam de diferentes assuntos, requisitaram aulas
proprias, tais como as praticas de eletroforese, cromatografia ou metabolismo de
trealase.

No decorrer da disciplina algumas modificagbes foram implementadas. Foi
realizada no inicio de cada periodo de aula uma introdugdo sobre o que seria feito
pelos estudantes no periodo. Essa introdu¢éo tinha caracteristicas diferentes de um
coléquio (procedimenio habitual em disciplinas praticas), pois ndo era introduzido
qualquer conteldo novo, mas sim feita uma breve revisdo dos contelidos e praticas
anteriores, situando o©s estudantes para as etapas que senam trabalhadas no

periodo.

3.3.3.1. AULAS DE PLANEJAMENTC

Como num projeto de pesquisa real, os planejamentos foram realizados ao longo
de toda a disciplina. Estas aulas de Planejamento precediam uma pratica ou um
conjunto destas. Sempre eram orientadas por um ou mais problemas cuja(s)
solugéo(des) se desejavam. Realizadas em salas de aula, as aulas de planejamento
nao foram aplicadas de forma expositiva, mas colaborativa, utilizando-se grupos de
discussédo, umas das razdes da divisdo dos estudantes em grupos e subgrupcs
{se¢ao 3.4, p. 43).

O iotal de tempo de cada auia de Planejamento variou de duas a quatro horas. O
tempo de duragdo dependia da complexidade das discussdes a serem realizadas,
das incognitas que deveriam ser respondidas experimentalmente e das técnicas a
serem utilizadas.

Os contetidos nao intrinsecamente ligados a manipulagac sdo discutidos

pelos estudantes nas aulas de planejamento. Cada pratica exigia respostas que
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deveriam ser obtidas experimentalmente, ou seja, através da execugdo dos
procedimentos em laboratério. Fazia-se necesséario que os estudantes soubessem
o(s) objetivo(s) da(s) pratica(s) que seria(m) realizada(s). As aulas de planejamento,
dessa forma, tiveram como meta trazer o mais préximo possivel do estudante a
realidade da pratica cientifica. A forma escolhida para orientar o planejamento foi a
criagao de questdes diretivas (Planejamentos, Apéndice VI, p. 169, 170-1, 184-5,
194, 206-7, 213, 220-1, 228, 230, 239). A inexperiéncia discente aliada ao tempo
restrito destinado as aulas de planejamento foram fatores decisivos na escolha
desta forma de condugdo das aulas de planejamento. Uma disciplina pratica deve
contemplar manipulagdes de numerosas técnicas, devendo-se equilibrar o tempo
dedicado as discussbes em aula e os periodos de manipulagdo. A hipertrofia das
discussOes tiraria 0 carater experimental da disciplina; sua atrofia levaria meramente
ao treinamento técnico-manipulativo.

As questdes foram separadas em dois grandes grupos. Do primeiro grupo,
Questdes para Discussao, fizeram parte questdes gerais pertinentes ao contetido
teGrico subiacente aos experimentos a serem realizados. Essas questdes visaram a
discussdo e o entendimento de conceitos gerais necessarios a realizacdo das
praticas, por exemplo, carga eiétrica de proteinas. O segundo grupo de questbes,
Discusséo da Pratica, teve por objetivo o estudo especifico dos principios gerais de
cada pratica a ser realizada, por exemplo, a funcdo da poliacrilamida e do
dodecilsulfato de sédic (SDS) numa eletroforese.

Porém o planejamento ndo se baseava na simples resolugdo das questdes pelos
estudantes. Incluia, muitc mais importante, as discussdes entre estes e os
orientadores. A discussdo em grupo foi a forma escolhida para o desenvolvimento da
capacidage de planejamento dos estudantes, sendo a forma pela qual as
informagdes coletadas e organizadas através das respostas das questdes eram
discutidas e validadas.

O trabalho de considerar ou n&o a relevancia das informagbes nao foi realizado
tdo somente pelos estudantes. Coube aos orientadores ¢ papel ativo de guia na
busca do entendimento, auxiliando os estudantes durante o planejamento.

A dindmica do planejamento previa a discussdo inicial das questbes pelos

estudantes. Quaisquer duvidas ou consideragdes surgidas eram trazidas para a
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discussao com os orientadores, que, portanto, assumiram o papel de assessores
mais do que instrutores propriamente ditos.

Em alguns casos atipicos os grupos nado solicitaram a presenca dos orientadores,
cuja estratégia especifica foi a intervengdo espontédnea. Inquiriu-se os estudantes
sobre eventuais situagbes, abordando o0s conteidos estudados e,
consequentemente, certificando-se de que o grupo tinha realizado uma discussao
satisfatéria.

A organizagao das aulas de planejamento se fez, portanto, nas seguintes etapas.
1. Os estudantes foram reunidos em grupos. Cada grupo discutiu as questdes do
planejamento separadamente.

2. Coube aos orientadores direcionar a evolugcdo dos grupcs através do
acompanhamento regular destes, por meio:

(a) do langamento de novas questdes pertinentes ao assunto estudado;

(b) da reformulacao de idéias discentes parcial ou totalmente incorretas e;

(c) da validacao, ou n&c, das hipoteses feitas pelos estudantes.

3. Ao final das discussdes nos grupos, se necessario, era realizada uma discussao
geral com a participagao de todos os estudantes. Essa discussdo era necessaria

somente se algum conteldo nao tivesse sido tratado satisfatoriamente.

Todos os planejamentos propostos seguiram os procedimentos descritos
anteriormente. Entretanto, algumas peculiaridades devem ser ressaltadas em relagéo
ao primeiro planejamento realizado pelos estudantes, o Pianejamento Geral,
diferente dos demais. Nesta aula foram introduzidos:

. 0 conceito da simulagio de um projeto de pesquisa como proposta da disciplina;

. 0 Problema e o Objetivo relacionados ao tema geral da simulagéo.

. 0 tema geral do projeto: Caracterizacdo e Purificagdo de uma Macromolécula,

. 0 organismo e a moléecula a serem estudados;

.a forma de trabalho da disciplina (planejamentos, manipulactes, tratamentos de

dados e analises dos resultados).

Com os dados e informagbes em maos os estudantes puderam responder e
discutir as questdes diretivas sobre o desenvolvimento de um Projeto de Pesquisa.

Ao final dessa aula foi requerido de cada grupo um fluxograma em que deveriam
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constar as etapas praticas que seriam realizadas pelos estudantes durante o
decorrer da disciplina.
Dez aulas de planejamento foram realizadas (Tabela 6), perfazendo cerca de

30% do tempo total da disciplina (Figura 4).

Tabela 6 — Distribuicdo das aulas de Planejamento

. Tempo de Pagina na
. Praticas a que . .
Aula Conteudo duracio Apostila

se destinaram -
(horas) (Apéndice VI)

Planejamento geral da simulac&o do

Geral projeto

TODAS 4 169

Crescimento de microrganismos
1 D 1,2,3,4e5 4 170-1
e dosagens colorimétricas

Dosagem de proteina,

2 determinac¢ao de atividade enzimatica 6.7¢8 4 184-5
3 Caracterizacado de enzimas 9,10, 11 e 12 4 194
4 Precipitacédo com sulfato de aménio 13 2 206-7
5 Cromatografias 14 2 213
6 Eletroforese 15 3 220-1
7 Seqiienciamento de proteinaé 16 2 226
8 Membranas 17e 18 3 230
9 Regulacio do metabolismo 19 4 239

Figura 4 — Distribuicdo Total do Tempo — Integral — 2003

TDAR

2% Planejamento

27%

Manipulagao
50%
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3.3.3.2. AULAS DE MANIPULAGAO

Seu objetivo principal foi o desenvolvimento de habilidades psicomotoras
(BLOOM, 1973). Tomou a maior quantidade do tempo da disciplina, cerca de 50%
(Figura 4).

Foram realizadas no Laboratorio Didatico de Bioquimica e Biologia Molecular
(LBBM) do IQUSP. Foram realizadas 13 aulas de manipulagdo, totalizando 20

praticas (Tabela 7).

Tabela 7 — Distribuigdo das aulas de Manipulagio

N Pagina na
) . Praticas .
Aulas de Manipulagéo . Tempo (h) Apostila
realizadas .
{Apéndice VI)
Preparo de meio de cultura® 1 2 174
Inoculagdo em meio de cultura 2 C,5 175
Curva de crescimento 3 176-7
Dosagem de glicose 4 8 178-9
Dosagem de etanol 5 180
Fracionamento celular 6 186-7
Dosagem de Proteina 7 4 188-9
Determinagao da Atividade Enzimatica 3 190-1
Caracterizacdo de enzima:

Kin € Vinax, 9 195-6
determinagdo do K; 10 8 197-8
preparo de tampdées 11 199

pH étimo 12 200-1

Precipitacéo com sulfato de aménio 13 4 208-11
Cromatografia de troca idnica 14 6 214-8
Eletroforese 15 6 2224

) Sequenciamento de proteinas 16 4 227-9
Membranas 17 4 231-3

Cadeia de transporte de elétrons 18 234-7
Regulacéo do Metabolismo 19 4 240-2
Tecnologia de Panificagac 20 4 244-5

*A primeira aula prética foi optativa, sendo facultativa a presenga dos estudantes, pois foi realizada fora do horario
regular da disciplina.

O papel dos orientadores era o mesmo para as aulas de planejamento, s6 que
multiplicado pelo maior nimero de grupos (secao 3.4, p. 43). O pequeno numero de
grupos nas aulas de planejamento facilitava o trabalho docente. Nas aulas de

manipulacdo a razdo grupos/orientador crescia, motivo pelo qual a solicitagao pelos
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orientadores nessas aulas foi maior, acrescida do fato de que a maioria dos
equipamentos e aparelhos era desconhecida da maioria dos estudantes.

Os estudantes tiveram a disposicdo todos os reagentes necessarios para 0s
experimentos. Havia volume de solugbes-mde para cada turma, de onde os
subgrupos se serviram (se¢do 3.4, p. 43). Evitaram-se, assim, grandes desperdicios
em acondicionamento de pequenas quantidades de reagentes para cada subgrupo,
além de fazer com que cada subarupc trabalhasse com uma quantidade estipulada

de reagentes, para nao haver desperdicio de material.

3.3.3.3. AULAS DE TRATAMENTO DE DADOS E ANALISE DOS RESULTADOS
(TDAR) '

As aulas de tratamento de dados e andlise dos resultados consumiram 23% do
tempo total da discipiina {Figura 4). Apdés a aula de manipulagdo, os estudantes
retornavam as salas de aula e finalizavam um ciclo (Tabela 8).

Apesar dos dois tipos de aulas sempre ocorrerem num unico periodo, mesclada
uma a outra, far-se-a aqui uma divisdo, devido ao fato de que cada tipo de aula
destinou-se a diferentes tipos de aprendizagens.

A disposicao dos grupos foi exatamente igual a das aulas de plangjamento. A
finalidade era tratar os dados numéricos provenientes da aula de manipulagéo,
transformando-os em resultados, para posteriormente discuti-los. A dindmica das
aulas de TDAR era semelhante a das aulas de planejamento. Os estudantes

discutiram inicialmente, sendo auxiliados pelos orientadores ulteriormente.
3.3.3.3.1. AULAS DE TRATAMENTO DE DADOS (TD)

A primeira parte das aulas de TDAR destinou-se ao tratamento de dados. Os
grupos dispunham de dados numéricos provenientes das aulas de manipulagéo.
Cada grupo detinha um conjunto completo de dados, nao sendo necessario dados de
outros grupos.

O objetivo das aulas de tratamento de dados foi fazer com que os
estudantes tratassem seus dados matematica e graficamente, preparando-os

para a sua interpretacdo. Dados puramente numéricos — valores de absorbéancia,
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volumes cromatograficos, distancias percorridas por solventes e substancias — foram
convertidos em valores analisaveis — massa, concentracdo, fatores de retengdo,
porcentagens de incorporacdo. Sempre quando pertinente os dados eram
apresentados de maneira simbdlica, na forma de graficos. Os estudantes tinham a
oportunidade de familiarizar-se com programas computacionais adequados para a
organizagcdo e apresentacdo de seus dados e com principios de estatistica que
orientavam a decisao sobre a confiabilidade dos resultados encontrados.

Tabela 8 — Distribuicdo das aula de TDAR

L. Pagina na
i Praticas a que ,
Aulas Conteudo . Tempo (h) Apostila
se destinaram

(Apéndice V)
Crescimento de microrganismos e .
! dosagens colorimétricas 2,3, 4e5 4 181-3
> Dosagem dg 'protelna, Qet’e_rmmac;ao de 6.7¢8 3 192-3
atividade enzimatica
3 Caracterizacédo de enzimas 9, 10,11 e12 4 202-5
4 Precipitagcdo com sulfato de amédnio 13 2 212
5 Cromatografias 14 4 219
6 Eletroforese 15 3 225
Sequenciamento de proteinas
7 16,17 e 18 3 238
Membranas
8 Reguiacdo do metabolismo 19 4 243

Tomando como exemplo as praticas 3, 4 e 5 (p. 176-80), diversos valores de
absorbéancia foram coletados. Os dados numéricos foram entdo tratados, através de
operagdes matematicas, sendo convertidos para valores de concentragdes de
células, glicose e etanol. Para que esses dados fossem convertidos
satisfatoriamente, os estudantes construiram curvas-padrdo. A seguir graficos foram
construidos, sendo indicadas as concentrag@es de células de levedura, de glicose e
de etanol versus o tempo de incubagéao.

Vé-se, portanto, que o trabalho despendido nas aulas de planejamento foi
parcialmente aplicado nas aulas de tratamento de dados. O estudo teérico das
praticas serviu de base para a analise e discussdo do melhor tratamento possivel
para os dados. Utilizando o exemplo anterior, os estudantes estudaram os principios
tedricos de uma curva-padrdo. Na aula de tratamento de dados eles aplicaram o

contetudo aprendido numa nova situagao.
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3.3.3.3.2. AULAS DE ANALISE DOS RESULTADOS (AR)

Ao final do tratamento matematico os estudantes procederam a andlise dos
resultados. O objetivo da ultima aula do ciclo era fazer com que estudantes:

1. observassem acurada e criticamente seus resultados. Isso fez com que eles
classificassem-nos como procedentes ou ndo, levando assim a exercicios de
julgamento;

2. estabelecessem relagdes com outros resultados. Um resultado UGnico nada
significava. Era necessaria a composi¢do de um quadro, agrupando todos os
resultados; '

3. interpretassem os resultados e elaborassem hipoteses que os explicassem
frente ao conjunto global de resultados.

Foi essencial a participagdo dos estudantes na analise dos resultados, ja que
nessa etapa um dos objetivos da simulagdo do projeto de pesquisa se concretizava.
A analise critica, interpretacdo dos resultades e elaboragdo de hipéteses constituem
as etapas finais e mais importantes do projeto, na qual os estudantes entraram em

contato com o universo da pesquisa cientifica.
3.4. APLICAGAO

Nesta etapa as caracteristicas variaveis da disciplina devem ser levadas em
conta para haver o ajuste aos modelos propostos pelo projeto, tais como
numero de estudantes, professores e monitores, e também periodos em que serdo

ministradas as aulas.
3.4.1. PARTICIPANTES E PERIODOS DE AULAS

O numero de participantes estd indicado na Tabela 9. Quanto as aulas, a
disciplina do periodo integral teve aulas ministradas no mesmo dia em dois blocos
consecutivos, enquanto no periodo noturno cada bloco era ministrado em dias
diferentes (Tabela 4, p. 31).
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A disciplina QBQO0216 — Bioquimica Experimental foi aplicada quatro vezes entre
2002 e 2003, para diferentes periodos. Foi aplicada duas vezes para o periodo
integral e duas para o periodo noturno de Farmacia-Bioquimica. 305 estudantes, sete
professores e 11 monitores participaram da aplicagdo das disciplinas (Tabela 9).
Alguns professores e monitores participaram em mais que uma aplicacdo. Trés dos

docentes também participaram do desenvolvimento do projeto.

Tabela 9 — NUmero de participantes das disciplinas aplicadas

QBQO2186 QBQ2004
Ano 2002 2002 2003 2003 2003
Periodo integral  notumo  integral  noturno férias
Numero de estudantes 73 78 77 77 25
Numero de professores 2 2 3 2 2
Numero de monitores 3 2 5 2 2

Em julho de 2003, o mesmo modelo foi aplicado como disciplina optativa,
QBQ2004 — Bioquimica Experimental: Purificagdo e Caracterizagéo de Epzimas. Sua
carga horaria foi de 60 horas (duas semanas, de segunda a sexta-feira, das 9h as
12h e das 14h as 17h) e possuia caracteristicas semelhantes a QBQ0216, porém

contou com a participagéo de estudantes de diversas unidades da USP (Tabela 10).

Tabela 10 — Distribuic&c dos estudantes pelas suas unidades de origem

Unidades da Universidade de Sao Paulo Quantidades de estudantes

Ciéncias Moleculares

Escola Politécnica

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Faculdade de Fiiosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto

Faculdade de Salide Publica

U'I[\)’—\I\)l\)—l

Instituto de Biociéncias

Instituto de Matematica e Estatistica

Instituto de Quimica 11
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3.4.2. DIVISAO DE TRABALHO
3.4.2.1. DOCENTE (PROFESSORES E MONITORES)

Nas diferentes versdes da disciplina houve a participagdo média de 76 estudantes.
Um dos problemas recorrentes enfrentados pelos desenvolvedores foi como adequar
0 grande numero de estudantes sem prejudicar suas aprendizagens. Alguns autores
apontam que quanto maior o numero de estudantes mais dificil € o trabalho de
discussdo (AUSTIN, 1997; AYDIN et al, 1999; BOYER, 1986; MOZDZIAK,
PETITTE; CARSON, 2004; WILSON, 1987). E um fator preocupante quando
aplicado numa disciplina colaborativa.

Como a disciplina contava com dois docentes, a alternativa encontrada foi dividir
os estudantes em duas turimas, cada uma permanecendo sob a responsabilidade de
um docente. Nao pdde haver mudancga de estudantes de uma turma para a outra. A
disciplina do periodo integral, aplicada em 2003, contou, excepcionaimente, com trés
docentes, porém um deles teve participagao parcial, pois auxiliou o terceiro, que
nunca tinha aplicado esse tipo de disciplina anteriormente.

Em relagdo aos monitores, para as disciplinas do periodo noturno, cada um
responsabilizou-se por uma turma. Para a disciplina do periodo integral aplicada em
2002 houve adicionalmente um monitor volante. Em 2003 houve cinco monitores,
dois fixos em cada turma e um volante. Com a participagdo dos monitores, a

relagao estudantes/orientadores foi bastante reduzida.

3.4.2.2. DISCENTE

Para cada turma foram feitas novas divistes. Conjuntos de nove a 12 estudantes
foram reunidos aleatoriamente em um arupo. Cada grupo foi identificado pelas letras
A B, C, D, E, F, GeH. Assim, cada turma era formada por quatro grupos.

Cada grupo foi, entdo, dividido em trés subgrupos, denominados 1, 2 e 3, de
acordo com a letra do grupo: subgrupos A1, A2 e A3 para o grupo A, subgrupos B1,
B2 e B3 para o grupo B, e assim por diante. Portanto, cada subgrupo conteve de trés

a quatro estudantes.
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Nas aulas de Planejamento, Tratamento de Dados e Andlise dos Resultados,
ministradas em sala de aula, as discussdes eram realizadas pelos grupos. Nas aulas
de Manipulagdo, para proporcionar a oportunidade de trabaiho pratico a todos os
estudantes, os experimentos eram feitos pelos subgrupos.

Por esse motivo, em algumas praticas os estudantes trabalharam de forma
interdependente. Em procedimentcs de maior complexidade, foi necessaria a
participagao cooperativa dos subgrupos que formavam um grupo.

Um exemplo deste trabalho foi realizado nas praticas iniciais da disciplina. Os
estudantes tiveram que, ao mesmo tempo:

1. acompanhar o crescimento da levedura (Apéndice VI, Pratica 3, p. 13);
2. medir o consumo de glicose no meio de cultura (Apéndice VI, Pratica 4, p. 15);
3. medir a produgdo de etanol no meio de cultura (Apéndice VI, Pratica 5, p. 17).

Como estes procedimentos consumiriam muito tempo se todos os subgrupos
realizassem todas as praticas, optou-se pela divisdo de tarefas. Tomando como
exemplo o grupo A, o subgrupo A1 era o responsavel pela realizagao da Pratica 3.
Os subgrupos A2 e A3, encarregados da Pratica 4, dependiam inteiramente do
subgrupo A1, pois necessitavam de meio de cultura extraido por esse subgrupo.
Tiveram, portanto, que trabaihar coordenadamente para, ao final dos experimentos,
obterem todos os dados numéricos para as aulas de TDAR (ver coordenacao de
todos os grupos e subgrupos: Apéndice VI, p. 9-10).

Um outro exemplo de trabalho cooperativo — desta vez numa Unica pratica - foi
praticado no segundo moddulo, na determinacdo da constante de inibicdo (Kj). A
Pratica 10 (Apéndice VI, p. 197-8) requeria uma grande quantidade de tempo e
material. As tarefas foram divididas peios subgrupos e cada subgrupo realizou um
terco da pratica.

E importante frisar que o trabalho cooperativo era realizado somente pelos
subgrupos que compunham um grupo (se¢do 3.3.3.2, p. 40). Assim as discussdes
eram realizadas dentro do ambito do grupo que tinha feito as aulas de planejamenio
e faria as aulas de TDAR.

A divisdo de tarefas pelos subgrupos obedeceu a opgdo pela discussdo em grupo
(secao 1.3, p. 19-21). Nesses casos cada subgrupo ndo detinha todas as

informacdes necessarias para a consecuc¢do do trabatho. Somente com a discusséo
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em grupo — cada subgrupo discutindo com e explicando para os outros dois o que

tinha sido realizado - o trabalho se completava.

3.4.2.3. FORMAS DE AVALIAGAO DOS ESTUDANTES

Como disciplinas regulares do curso de Farmacia-Bioquimica, elas requereram
formas de avaliacdo dos estudantes. Optou-se por relatérios e provas, instrumentos
formais de avaliacdo. Cada grupo entregou um relatério ao final de cada médulo de
pesquisa.

Trés provas foram aplicadas no transcorrer da disciplina. Abrangeram todo o
- conteudo explorado em aula até o momento da aplicacao.

Os pesos dados aos relatérios e provas foram crescentes (Tabela 11).

Tabela 11 — Distribuigéo dos pesos das

avaliagdes
Avaliacao Peso

Reiatério 1 — R1 1
Relatorio 2 — R2 2
Relatério 3 - R3 3
Relatério 4 — R4 4

Prova 1 - P1 10

Prova 2 — P2 20

Prova 3 - P3 30

Cada avaliag&o posterior teve maior peso devido a cumulatividade dos contetidos
tratados nas aulas. A média fina! foi calculada pela média aritmética das somas das
avaliacbdes multiplicadas pelos seus respectivos pesos:

Média = [R1 + (R2x2) + (R3x3) + (R4x4) + (P1x10) + (P2x20) + (P3x30)] / 70

3.5. AVALIACAO

As avaliagcdes das disciplinas foram realizadas aplicando-se questionarios para
estudantes, professores e monitores. Todos o0s questionarios constaram de
perguntas que requereram respostas dissertativas dos participantes.

Em 2002 foi aplicado o Questionario 1 (Apéndice 1) para os estudantes da
disciplina do periodo integral. Constou de 21 questdes, quatro delas divididas em

itens (trés questdes foram divididas em quatro itens e uma em trés itens), compondo
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um total de 32 perguntas. Para o periodo noturno o Questionario 1 foi modificado
(Apéndice Il), apresentando 20 questdes com 27 perguntas.

Em 2003 foi aplicado um novo questionario para os estudantes da disciplina do
periodo integral, o Questionario 2 (Apéndice lll), baseado no anterior, mas
reformulado e aprimorado. Conteve 21 questdes, com 40 perguntas totais. Nao
houve condigges de aplicar 0 questionario para a disciplina do periodo noturno.

Também em 2003 foram aplicados questionarios para os docentes e monitores
que ministraram todas as disciplinas em ambos os anos. O Questionario 3, para
monitores (Apéndice V), apresentou 14 questdes, enquanto o Questionario 4, para

professores (Apéndice V), 13 questdes.

3.6. OBSERVACOES GERAIS

A versdo aqui descrita, com seus exemplos, explicagbes, descricdes e
consideracdes, refere-se, sobretudo, a disciplina integral aplicada em 2003. Justifica-
se esta escolha uma vez que, de 2002 a 2003, foram feitos ajustes, correcdes e
modificagbes na estrutura iniciai, chegando-se finalmente a estrutura aqui

apresentada.
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Houve grande participacdo de estudantes, monitores e professores nas respostas
aos questionarios. Em média, mais de 90% do total de estudantes matriculados
responderam aos questionarios aplicados. Nove monitores (dos dez que
participaram das aplicagbes das disciplinas) responderam o0s questionarios,
enquanto cinco (de seis) docentes também contribuiram com suas respostas e

comentarios (Tabela 12).

Tabela 12 — Porcentagem de participantes que responderam os questionarios

Numero de
Namero de  participantes que
participantes responderam o0s
questionarios

% de participantes
que responderam
os questionarios

Participantes

Estudantes (2002-integral) 73 66 90
Estudantes (2002-Noturno) 78 7 91
Estudantes (2003-Integral) 77 75 97
Monitores 10 9 90
Professores 6 5 83

Para verificar a consecucdo dos objetivos principais do projeto foram
selecionadas para a analise as perguntas consideradas mais relevantes dos
qguestionarios. Foram escolhidas 20 questdes, sendo seis dos questionarios
aplicados aos estudantes, sete aos monitores e sete aos professores (Tabela 13).

Foram utilizadas somente as frases e/ou excertos das respostas dos participantes
consideradas mais relevantes ou mais explicativas. O intuito foi a exemplificagéo
dos resultados, a fim de facilitar o entendimento de cada pergunta, bem como evitar

a repeticdo indesejavel de respostas assemelhadas.
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Tabela 13 — Perguntas selecionadas para andlise e discussio

Namero do Questionario e a

Sech
egao quem se aplicava

Pergunta

41

12. As aulas praticas simularam um projeto de pesquisa?

1 — Estudantes

4.2 12A. O que é um projeto de pesquisa? 2 — Estudantes
12B. A disciplina Bioquimica Experimental simulou um

43 projeto de pesquisa? Justifique. 2 - Estudantes
12C. Qual a melhor estratégia para as aulas praticas? i.

44 Simulagao de um projeto de pesquisa, ii. Praticas 2 — Estudantes
independentes umas das outras. Justifique sua escolha.
12. Vocé acha que este tipo de disciplina leva a um melhor .

45 aprendizado? 3 — Monitores
1. A forma de conduzir a disciplina (como simulacdo de um

46 projeto) permite ensinar melhor os estudantes do que as 3 — Monitores
formas convencionais?
10. Como vocé prefere ministrar um curso experimental? i.

47 Simulacio de um projeto de pesquisa, ii. Praticas 3 — Monitores
independentes umas das outras. Justifique sua escolha.
6. Quais as principais vantagens dessa forma de ministrar a _ .

438 disciplina? 3 — Monitores

4.9 7. Que_]is_ as principais desvantagens dessa forma de ministrar 3 _ Monitores
a disciplina?

4.10 13. Voc_:e acha que este tipo de disciplina leva a um methor 4 — Professores
aprendizado?
1. A forma de conduzir a disciplina (como simulagio de um

411 projeto) permite ensinar melhor os estudantes do que as 4 — Professores
formas convencionais?
10. Como vocé prefere ministrar um curso experimental? i.

412 Simulacio de um projeto de pesquisa, ii. Praticas 4 - Professores
independentes umas das outras. Justifique sua escolha.

413 6: Qua_is as principais vantagens dessa forma de ministrar a 4 — Professores
disciplina?

414 7. ngis_ as principais desvantagens dessa forma de ministrar 4 — Professores
a disciplina?

415 5B. As aulas de PLANEJAMENTO atingiram seus objetivos? 2 — Estudantes

416 6C. As aulas de TD+AR atingiram seus objetivos? 2 — Estudantes

417 8. As aulas de PLANEJAMENTO atingiram os objetivos 3 _ Monitores
propostos?
9. As aulas de TD+AR (TRATAMENTO DE DADOS +

418 ANALISE DOS RESULTADOS) atingiram os objetivos 3 — Monitores
propostos?

4.19 8. As aulas de PLANEJAMENTO atingiram os objetivos 4 — Professores
propostos?
9. As aulas de TD+AR (TRATAMENTO DE DADOS +

420 ANALISE DOS RESULTADOS) atingiram os objetivos 4 — Professores

propostos?
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4.1. AS AULAS PRATICAS SIMULARAM UM PROJETO DE PESQUISA?

(Questio 12 — Questionario 1)

Um dos principais interesses da avaliagao foi verificar a consecuc¢éo do objetivo
que da nome ao projeto, ou seja, saber se a disciplina simulou um projeto de
pesquisa. Para tanto, foram propostas aos estudantes que cursaram a disciplina em

2002 as seguintes questdes, que constam do Questionario 1:
“12. As aulas préticas simularam um projeto de pesquisa?’ (Diurno);

“11. As aulas préticas simularam um projeto de pesquisa?/7 SIM [7NAO” (Noturno).

No total, 137 estudantes responderam a questado, sendo 66 do diurno e 71 do
noturno. Para analisar os resultados desta questdo foram criadas as Categorias | e
Il, que agruparam, respectivamente, as respostas Sim e Ndo. Uma terceira categoria
agrupou respostas que ndo afirmaram nem negaram inteiramente, apresentando
uma gradac¢éao entre sim e nao.

De acordo com as respostas da grande maioria dos estudantes, a disciplina

simulou um projeto de pesquisa (Figuras 5 e 6).

Figura 5 — Distribuicéo das respostas da Quest&o 12 do
Questionario 1 — Diurno (66 estudantes)
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Figura 6 — Distribuicdo das respostas da Questéo 11 do
Questionario 1 — Noturno (71 estudantes)
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4.1.1. CATEGORIA | - SIM

Dos 137 estudantes que responderam o Questionario 1, aproximadamente 80%
(54 do diurno e 59 do noturno) deram respostas afirmativas a questdo. Dos
estudantes do periodo diurno que responderam Sim, 23 (43% dos 54 estudantes)
escreveram algum tipo de comentario. Para a turma noturna esse numero foi
bastante reduzido, decorrente do fato de que a questdo foi aplicada de modo
direcionado. Trés estudantes escreveram comentarios.

Apesar de bastante heterogéneos, foi possivel agrupar os comentarios em
categorias:

1. Identificagdao das partes do curso que simularam um projeto e das que nao
simularam. Onze estudantes afirmaram que a disciplina simulou um projeto de

pesquisa durante uma parte do curso.
Sim, até o fim do projeto com a a-glicosidase (1)*2.
Sim, principalmente o isolamento da a-glicosidése 9).
Até certo ponto do curso sim (16).

Sim, na sua 12 parte, e este foi um dos aspectos mais interessantes do curso (63).

' Todas as citagbes dos participantes foram transcritas literalmente, sem nenhuma modificacdo gramatical ou
no estilo.

2 Os nlimeros ao final de cada frase ou excerto indicam o participante. Os respondentes nao se identificaram,
mas a cada questionario foi atribuido um nGmero.
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Os comentarios indicam que os estudantes estiveram atentos a condugio do
curso. Em seu desenvolvimento houve, de fato, simulagéo nos médulos |, Il e lll, e
nao no médulo 1V, como foi descrito anteriormente (Métodos, secéo 3.3.2, p. 33-4).

O estudante 4 declarou:
acho que a primeira parfe sim mas ndo sei direito como é um projeto de pesquisa.

Esta declaragdo foi um indicativo muito forte para que esta questdo fosse

modificada para a aplicacdo no ano seguinte (se¢do 4.1.4, p.58).

2. Estimulo do raciocinio. As declaracbes s&o significativas, porque estéo

associadas ao objetivo da disciplina de fomentar o raciocinio critico dos estudantes.
Com elas [aulas praticas] fivernos que pensar, discutir e elaborar possiveis hipéteses para 0s
resuftados obtidos (5).
O primeiro planejamento estimulou muito ¢ raciecinio que dirige um projeto (16).
Eu achei muito bom, pois nos permifiu desenvolver novos pensamentos, mesmo que néo

estivessem muito corretos (42).

A Ultima parte da declaracéo do estudante 42 possivelmente referiu-se as aulas
de Planejamento e TDAR, em que os orientadores auxiliaram os estudantes nas
discussbes. A estratégia seguida nessas aulas previa a discussdo discente
preliminar e posterior auxilio dos orientadores (se¢des 3.3.3.1 2 3.3.3.3, p. 36-43). A
declaracdo pode estar relacionada as atitudes discentes frente a dados que nao
puderam ser tratados e a resultados que ndo puderam ser discutidos. No entender

discente esses dados néo estariam muifo corretos (segcbes 4.15 e 4.16, p. 105-17).

3. Aspectos relacionados ao método cientifico.
Tinhamos um objetive a ser alcangado, toda uma teoria por fras do experimento e um
procedimento que devia ser sequido a risca (66).
{solamos passo a passo a enzima como seria feitc no caso do isolamento de uma enzima de

processo ndo conhecido (8).

4. Respostas diversas. Os estudantes apresentaram opinides diversas, algumas

divergentes umas das outras.
Sim, as aulas simularam um projeto, pois apresentavam ligagdo umas com as outras (45).
Foi isto [a simulacdo] que tornou a disciplina interessante (47).

A simulagéo foi um dos aspectos mais interessantes dec curso (63).
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Isso provavelmente se deve ao fato de que a disciplina pode té-los afetado de

maneiras diversas. O estudante 38 afirmou que a disciplina simulou porém
infelizmente. Pois quase nada da certo.
Outro aponta que sé
faltou a real infegra¢do entre 0s pesquisadores [que] no caso [seriam] os estudantes (41).
O estudante 86 do noturno afirmou que a disciplina simulou,
apesar dos resulfados obtidos ndo serem tdo relevantes.
O estudante 49 afirmou

freqiientemente néo se ter a sensagdo de estar trabalhando sobre um assunto comum, e que

isso foi facilitado pelo intervalo de uma aula prética e a seguinte.

4.1.2. CATEGORIA Il - NAO

Dos estudantes que responderam a questédo, 15, cerca de 11%, responderam
N&o. Dos cinco estudantes do diurno somente trés fizeram comentarios. Dos 11

estudantes do noturno que responderam negativamente um fez comentéario.
Acredito que foram boas, mas néo chegaram a este ponto [a simulagio] (2).
As criticas mais contundentes vém de dois estudantes:

Né&o, as aulas praticas eram realizadas num curto periodo, de forma desgastante e nido era
possivel abordar melhor 0s resuitados obtidos (31).

Ngo. A medida que os alunos nédo entendiam, e ndo sabiam, 0s rumos que as praticas iriam
tomar {...) (87).

A critica dos estudantes é pertinente, pois se tentou, nesta disciplina, balancear o
compromisso entre o desenvolvimento das habilidades pretendidas pelo projeto e a
aprendizagem de conteudos especificos, ou seja, das técnicas basicas de BQ.
Nesta disciplina houve a necessidade de uma ampla variedade de técnicas para
cobrir os conteudos requeridos pela ementa. Ndo se pdde abandona-las em prol
das discussdes nem as discussdes em prol das técnicas. Os estudantes podem ter
entendido isso como uma quantidade muito grande de técnicas num curto periodo
de tempo, fazendo com que a disciplina adquirisse um carater desgastante.

Somado a isso ha que considerar o desconhecimento discente sobre a
metodologia de trabalho. A escolaridade prévia dos estudantes privilegia os
conteudos e, mais especificamente numa disciplina experimental, praticas que s&o

confirmagdes de conceitos explorados em aulas tedricas (ilustracdo da teoria). Este
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tipo de escolaridade pode ter dificultado uma aceitagédo generalizada e imediata da
metodologia. Ela foi lenta, gradual, cheia de percalgos. E ainda assim alguns

estudantes tiveram problemas em entendé-la.

4.1.3. CATEGORIA Il - PARCIALMENTE

Somente as respostas de nove estudantes foram enquadradas nessa categoria.
Em cinco respostas houve comentarios. Nao houve nem afirmacdo nem negacao

total da simulagao, conforme as respostas indicam:
um pouco (8); ndo muito (12); talvez (27); mais ou menos (30) (62) (107); dentro do possivel
(83); sim; mais ou menos (64).

O estudante 134, apesar de néo apresentar uma resposta direta, apresentou um
comentario pertinente para enquadra-lo nesta categoria.

Muito mecénico, poderia expandir mais, dando exemplos como a técnica pode ser empregada
(134).

Este comentario pode ser explicado pelo fato de algumas técnicas serem
utilizadas sucessivas vezes ao longo da disciplina, tal como em uma pesquisa. Na
verdade, paradoxalmente, ele indica a semelhanga entre os procedimentos
adotados na disciplina e os de um projeto de pesquisa.

Havia uns experimentos que n&o relacionaram-se com 0§ anteriores. Ndo apresentou uma
sequiéncia muito clara (30).

Conforme mostrado no item 1 da Categoria | (se¢éo 4.1.1, p. 54), a parte final da
disciplina ndo seguiu a seqiiéncia logica das demais praticas.

No inicio do curso a simulagdo era melhor, mas causava um cerfo desinteresse por parte de
muitos, que ndo estavam com vontade de pensar nas possibilidades (53).

Essa declaracdo reforca a atitude provavel de alguns estudantes frente a uma
nova disciplina. O fato de eles ndo estarem com vontade de pensar nas
possibifidades indica, pelas observagdes realizadas no decorrer da disciplina, que a
mudanca de atitudes desejada, de recepgédo passiva para discussgo ativa, foi muito

dificil para os estudantes.
No inicio da disciplina tive a impresséo de que tocariamos o projeto de purificagdo da a-
glicosidase através de pesquisa em livros e auxilio da professora. Mas, na verdade, haviam
procedimentos a serem seguidos (14).

Faltou analise de resultados (junto com o professor) (107).
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Algumas destas respostas reforcam a discussdo feita anteriormente na Categoria
Il (secéo 4.1.2, p. 56). a inexperiéncia discente frente a uma metodologia de

trabalho desconhecida e seus resultados.

4.1.4. REFORMULAGAO DA QUESTAO

Apesar dos resultados das respostas da Questdo 12 do Questionario 1
apresentarem alta concordancia (cerca de 80%) quanto a simulacdo obtida na
disciplina algumas duvidas expressas pelos estudantes, aliadas ao fato de ter
havido poucos comentarios em suas respostas, induziram uma reorganizagdo da
questao para o ano seguinte.

O comentario do estudante 4, j& mencionado, merece ser destacado (seg¢éo 4.1.1,

item 1, p. 54)
Acho que a primeira parte |[da disciplina simulou] sim mas n&o sei direito como € um projefo de
pesquisa.

Esta resposta foi um indicativo muito forte para uma modificagdo da quest&o.
Aliado ao fato de alguns estudantes terem tido dlvidas sobre o que € um projeto de
pesquisa durante o decorrer da disciplina, a questdo foi reformulada, sendo
incorporadas outras duas perguntas.

A questdo passou a ser composta de trés perguntas (Apéndice lll, p. 157)
a. O que é um projeto de pesquisa?
b. A disciplina Bioquimica Experimental simulou um projeto de pesquisa? Justifique.
c. Qual a melhor eStratégia para as aulas praticas.
i. Simulagdo de um projeto de pesquisa.
ii. Préticas independentes umas das outras.

Justifique sua escolha.
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4.2. O QUE E UM PROJETO DE PESQUISA?
(Questao 12A — Questionario 2)

A pergunta nao foi direcionada. As respostas foram agrupadas em categorias que
apontassem uma ou mais caracteristicas de um projeto de pesquisa. Respostas ndo
pertinentes foram descartadas. Entre os estudantes que responderam a questdo

houve cerca de 60% de respostas pertinentes (Figura 7).

Figura 7 — Distribui¢do das respostas da Questiao 12A do Questionario 2
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As declaragbes contiveram tanto palavras efou frases totalmente explicitas
guanto expressdes que foram alocadas nas categorias por seu sentido geral. Foram
estabelecidas quatro categorias gerais, sendo que algumas foram subdivididas,
porém sem a intencéo de esgotar todas as possibilidades com subcategorizagbes

minuciosas.

4.2.1. CATEGORIA | - TEMA GERADOR

Das respostas pertinentes, 17 relacionaram-se ao inicio do trabalho experimental:
a proposta original, a idéia iniciadora. Essa idéia foi indicada pelos estudantes de
diferentes maneiras, conforme suas frases, palavras e expressdes demonstram.
Palavras como hipétese, problema, idéia, proposta ou objetivo sdo exemplos que

expressam esse sentido.
Andlise de uma hipotese (4).

E um problema inicial que é esclarecido ap6s experimentos e comparagéo de dados (27).
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Um projeto que parte de uma idéia, procura métodos para desenvolver esta idéia e faz
conclusdes finais que visam entender se a idéia inicial foi confirmada ou néo (37).
E um conjunto de experimentos que elucidardo algo que se tentava descobrir (48).

Elabora-se uma proposta e fazem-se testes para comprova-la (59).

4.2.2. CATEGORIA Il - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Esta categoria refere-se a componente pratica de um projeto de pesquisa. E
interessante notar a indissociabilidade apontada pelos estudantes entre o

laboratdrio e a pesquisa, pois apresentou o maior numero de respostas (25).

Planejar os experimentos e determinar empiricamente quais as melhores formas de se obter
bons resuitados para uma posterior anélise (15).

Solugdo ou analise experimental de um problema tedrico proposto (21).

E um projeto que tem como objetivo descobrir algo através de experimentos (22).

E um problema inicial que é esclarecido apés experimentos e comparagédo de dados (27).

Fazer vérias experiéncias sobre um mesmo assunto, estudando-o mais a fundo, tirando
conclusées a partir dele (58).

Série de experimentos com seqtiéncia l6gica, visando uma concluséo plausivel (73).

Algumas frases contém implicitamente a idéia que representa a categoria, apesar

de nao conterem palavras especificas.

Elabora-se uma proposta e fazem-se testes para comprova-ia (59).
Um projeto que parfte de uma idéia, procura métodos para desenvolver esta idéia e faz

conclusoées finais que visam entender se a idéia inicial foi confirmada ou néo (37).

Foi utilizada também a exemplificagao.
Partir de uma idéia (por exemplo, melhorar um polimero produzido por uma bactéria) e passar
pelo cultivo das células, determinagdo de todas as propriedades das bactérias e polimeros,

sendo analisados todos os aspectos até que se melhore o polimero (60).

4.2.3. CATEGORIA Il - CONCLUSAO

Esta categoria agregou as 17 respostas que indicam as fases finais de um
trabalho pratico. Sua caracteristica principal € a consecugéo do objetivo inicial do
projeto. E importante notar o sentido de fim apresentado nas respostas dos
estudantes. As palavras mais usadas nesses excertos sdo conclusdo(bes) e

resultado(s).
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E um projeto em que se segue uma seqiiéncia para que no fim seja possivel concluir algo
sobre aquilo que se esta pesquisando (10)
Um projeto que parte de uma idéia, procura métodos para desenvolver esta idéia e faz
conclusbes finais que visam entender se & idéia inicial foi confirmada ou ndo (37).
Passos que devem ser seguido para se chegar num resultado (conciuséo) (54).
E um projeto desenvolvido completamente por um aluno, que o cria, estuda e busca resultados
61).

Porém outras frases também séo significativas:

E uma tentativa de se fazer algo novo com algum fim (46).
Nessa mesma frase nota-se também que deve haver alguma finalidade na

pesquisa. Ha exemplos que comprovam essa visdo. Em outros casos, o sentido esta
implicito.

Série de experimentos com seqiiéncia Iogica, visando uma conclusdo plausivel (73).

Tragar uma meta para alcancar um objetivo (35)

Observou-se também o aspecto inovador da pesquisa, quando os estudantes

abordaram a descoberta como um fator importante da pesquisa.

E uma tentativa de se fazer algo novo com algum fim (46).

E um projefo que visa descobrir o funcionamento de algo (66).

E um conjunto de experimentos que elucidardo algo que se tentava descobrir (48).

4.2.4. CATEGORIA IV — HABILIDADES CRITICAS

Outro aspecto ressaltado pelos estudantes € o desenvolvimento de habilidades
criticas na simulacdo de um projeto de pesquisa. Diversas frases apontaram esse

desenvolvimento critico.
E um problema inicial que é esclarecido ap6s experimentos e comparagio de dados (27).
Visa a projecdo, uma visdo, uma andlise de como serd feito uma pesquisa maior. A partir do
que dados serdo analisados (28).
Um projeto que parte de uma idéia, procura méfodos para desenvolver esta idéia e faz
conclusées finais que visam entender se a idéia inicial foi confirmada ou ndo (37).
Ter um objetivo e comegar com etapas iniciais, seguidas de outras que tem por fim alcangar
esse objetivo. Por fim, conclui-se se o objetivo foi alcangado, se é possivel, e analisa-se seu
resultado (42).

Dentro dessa categoria cabe ressaltar duas respostas que evidenciam esse

processo cognitivo.
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Fazer experiéncias inimeras vezes, com suas variaveis e analisar os resuitados obtidos com a
literatura e descobrir possiveis mudangas de procedimento (5).
Planejar os experimentos e determinar empiricamente quais as melhores formas de se obter

bons resultados para uma posterior anélise (15).

As frases indicam que a pesquisa ndo € um processo Unico, de inicio — meio —
fim. As mudancas séo parte do quotidiano do pesquisador, e é tarefa deste
promover possiveis mudancas de procedimento e perseguir as melhores formas de
se obter bons resultados.

Outro aspecto evidenciado nesta categoria é o reconhecimento de que para

pesquisar € necessario planejar. As respostas sdo extremamente claras.
Projefo de pesquisa € a elaboragdo e planejamento de um estudo direcionado e aprofundado
em algum tépico, assunto, etc (8).
Planejar os experimentos e deferminar empiricamente quais as mefhores formas de se obter
bons resultados para uma posterior analise (15).
Um planejamento do que sera realizado, protocolo do que sera feito e como serd o tratamento
dos dados obtidos (20).
E um planejamento do que se pretende pesquisar: objetivos, possiveis métodos a serem
utilizados (32).

As respostas evidenciam o pensamento discente de que planejamentos s&o
processos realizados antes de um conjunto muito amplo de experimentos, enquanto
tratamento de dados e analise dos resultados sdo realizados apés. Apesar dos
estudantes terem tido pouco contato com um ambiente real de pesquisa, pois
passaram somente por uma disciplina simuladora, € notavel que eles saibam que
num projeto de pesquisa deve-se percorrer aquelas etapas. Essa categoria reune
indicativos de que a simulagédo na disciplina foi efetiva, pois descreve, embora de

maneira ingénua, o ambiente de pesquisa.

4.2.5. CATEGORIA VY - OUTROS

Houve frases que ndo se enquadraram nas categorias anteriores mas, mesmo

assim, foram pertinentes, pois abordaram aspectos importantes da pesquisa.
E estudar a fundo um assunto (34).
Escolher um tema e estudar tudo sobre ele (36).
Séo projetos que se destinam a estudar a fundo alguma particularidade (?) como uma enzima
ou uma via metabélica (67).

(...) pesquisar a agéo de algo que vocé desconhece desde o principio (3).
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4.2.6) RESPOSTAS MULTICATEGORICAS

Houve 26 respostas enquadradas em mais de uma categoria. Essas respostas
multicategoricas indicaram estudantes que tém um conceito mais completo do que é
um projeto de pesquisa, pois apresentaram um maior numero de caracteristicas
deste tipo de projeto. Do espaco amostral total dessa questdo (75 respostas), as
respostas multicategoricas perfazem 35%; quando utilizado o espago amostral util

(44 respostas), perfazem 58%. Seguem as respostas desses estudantes.

1. Categoria 1 + Categoria 2
Quando vocé tem uma idéia (C1) e faz varios experimentos (C2) para confirma-la (14).
Acompanhar desde o inicio experimentos (C2) que levariam a um objetivo (C1) (24)
E um projeto no qual se tem um objetivo (C1) e monta-se uma linha de pesquisa a seguir, com
a realizagéo de vérios experimentos (C2) (45)
Elabora-se uma proposta (C1) e fazem-se festes para comprova-la (C2)(59).

Ter um objetivo (C1) e desenvolver metodos (C2) para alcanga-los (72).

2. Categoria 1 + Categoria 3
Tragar uma meta para alcancar (C3) um objetivo (C1) (35)
E um conjunto de experimentos que clucidario algo (C3) que se tentava descobrir (C1) (48).

3. Categoria 1 + Categoria 4
E um problema (C1) que é dado e vocé fem que desdobrg-lo (C4) (55).

4. Categoria 2 + Categoria 3
E um projeto em que se segue uma seqiiéncia (C2) para que no fim seja possivel concluir algo
(C3) sobre aquilo que se esté pesquisando (10).
Pesquisa e fazer o experimento (C2) para provar (C3) (38).
E uma tentativa de se fazer algo novo (C2) com algum fim (C3) (46).
Passos que devem ser seguido (C2) para se chegar num resultado (conclusdo) (C3) (54)
Fazer varias experiéncias (C2) sobre um mesmo assunto, estudando-o mais a fundo, firando
conclusdes (C3) a partir dele (58).
E um projeto desenvolvido completamente por um aluno, que o cria, estuda e busca (C2)
0s (C3) (61).
E de experimentos com seqtiéncia I6gica (C3), visando uma concluséo plausivel (73).

resulte
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5. Categoria 2 + Categoria 4
Fazer experiéncias intmeras vezes (C2), com suas variaveis e analisar cs resulfados (C4)
obtidos com a literatura e descobrir possiveis mudancas de procedimento (C4) (5).
Planejar os experimentos (C4) e deferminar empiricamente (C2) quais as melhores formas de
se obter bons resuffados para uma posterior andlise (C4) (15).
Um planejamento do que sera realizado (C4), protocolo do que sera feito (C2) e como serg o
tratamento dos dados obtidos (C4) (20).
Um projeto de pesquisa consiste em montar um experimento (C4) e realiza-lo (C2), para
analisar o resuftado (C4) (25).
E um planejamento do que se pretende pesquisar (C4): objetivos, possiveis métodos a serem
utilizado (C2) (32).

6. Categoria 1 + Categoria 2 + Categoria 3
Solugéo (C3) ou andlise experimenial (C2) de um problema tedrico (C1) proposto (21).
E um projeto que tem como objetivo (C1) descobrir algo (C3) afravés de experimentos
realizados (C2) (22).

7. Categoria 1 + Categoria 2 + Categoria 4
E um problema inicial (C1) que é esclarecido apos experimentos (C2) e comparagdo de dados
(C4) (27).

8. Categoria 1 + Categoria 2 + Categoria 3 + Categoria 4

Um projeto que parte de uma idéia (C1), procura métodos para desenvolver (C2) esta idéia e
faz conclusdes finais (C3) que visam entender se a idéia inicial foi confirmada ou nédo (C4)
(37).

Ter um objetivo (C1) e comecar com etapas iniciais, seguidas de outras (C2) que tem por fim
alcangar esse objetivo (C3). Por fim, conciui-se se o objetivo foi alcangado (C4), se € possivel,
e analisa-se seu resuftado (C4) (42).

Partir de uma idéia (C1) (por exemplo, melhorar um polimero produzido por uma bactéria) e
passar pelo cultivo das células, determinagdo de todas as propriedades das bactérias e
polimeros (C2), sendo analisados todos os aspectos (C4) ale que se melhore o polimero (C3)
(60).
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4.3. A DISCIPLINA BIOQUIMICA EXPERIMENTAL SIMULOU UM PROJETO DE
PESQUISA? JUSTIFIQUE.
(Questao 12B — Questionario 2)

Para o Questionario 2, aplicado em 2003, um trecho da questdo 12 do
Questiondrio 1 foi alterado. “As aulas praticas” foi substituido por “a disciplina
Bioquimica Experimental’, para que as respostas fossem limitadas somente a
disciplina em questdo. Além disso, foi requerida uma justificativa, para que
houvesse mais material que pudesse ser quanti e qualitativamente melhor
analisado.

Como uma pergunta direcionada, os estudantes puderam escolher entre as duas
respostas implicitamente sugeridas (Sim ou N&o). As respostas que apresentaram
caracteristicas parciais, ndo se enquadrando nas categorias anteriores, foram
agrupadas em uma terceira categoria.

Dos 75 questionarios aplicados, trés estudantes n&o responderam a questéo.
Das 72 respostas validas, 61 (85%) foram enquadradas na Categoria | (SIM), oito
(11%) foram enquadrados na Categoria Il (NAO) e trés (4%) foram agrupadas na

terceira categoria (Figura 8).

Figura 8 — Distribuicao das respostas da Questédo 12B do
Questionario 2 (72 estudantes)
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4.3.1. CATEGORIA | - SIM

Cerca de 85% dos estudantes responderam S/IM, a semelhanca do ano anterior,
em que 82% responderam afirmativamente. Dos que responderam SIM houve 44

respostas justificadas, sendo 31 consideradas pertinentes. Da mesma forma que no
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ano anterior, as justificativas foram bastante diversificadas, porém foi possivel

agrupa-las segundo alguns aspectos comuns.

1. Obtencao de dados e analise de resultados.
Realizamos diversos experimenfos para analisar 0s resulfados e esses puderam ser
comparados (1).
Sim, pois discutiamos os resuftados e também o porqué de utilizar tais substratos (30).
Simulou, ja que foi desde o cultivo de células até a ultra-caracterizagdo da enzima (...), sendo
analisados todos os aspectos (60).
(...) Acho que isso simula um projeto de pesquisa, onde devemos obter nossos proprios dados
(68).
Sim, colhemos diversos dados em um prazo refativamente curfo, que sera mais tarde tratado
no geral (69).

O estudante 22 alegou como justificativa a elaboracdo de hipbteses.

Sim, pois analisavamos os experimentos visando a fazer comparacbes e suposicbes.

2. Resultados desconhecidos.

Em geral sim, pois tinhamos o0s protocolo ¢ sabiamos qual era o objetivo a ser alcangado
apesar de ndo saber se conseguiriamos (11).

Eu acho que sim. Pois manipulamos os levedos como se ndo conhecéssemos o resulftado (66).

3. Ajustes de procedimentos.

Sim. Vérios alunos realizaram o mesmo experimento, podendo comparar oS resuftados e as

possiveis fathas de procedimento poderdo ser alterada (para melhor) na concluséo do projeto

5).
Sim, pois (...) enfrentamos eventuais problemas que surgiam e aprendemos a contornd-ios e

depois realizamos tratamento e anélise dos dados (15).

Alguns estudantes fizeram criticas a obtencdo desses dados, apesar de

responderem sim.
Sim, mas houve problemas, por exemplo: préticas que dependiam da prética anterior (que ndo

tinha dado certo), ficavam comprometidas (45).

4. Seqliéncia logica de experimentos.
Dez estudantes utilizaram como justificativa a seqUéncia logica dos

experimentos.

Sim, ao longo das aulas finha uma conexdo entre o0s frabalhos (13).
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Sim, pois as préticas tinham dependéncia entre si (16).

Sim. Foram abordados assuntos uns inferligados a outros (23). BIBLIiCTECA

INSTITUTC BE QUIMICA
Universidade de Sao Paulo
5. Clareza dos objetivos no projeto.

Sim, estabeleciam objetivos de estudo e procedimentos laboratoriais e depois 0s realizavamos
(8).

Em geral sim, pois tinhamos os protocolos e sabiamos qual era o objetivo a ser alcangado
apesar de ndo saber se conseguiriamos (11).

Sim, ja que discutiamos sobre o que seria feifo, executavamos e depois discutiamos o que foi
correto ou néo, se obteve éxito ou ndo (29).

Sim, porque tinha-se um objetivo inicial e todas as etapas tinham por finalidade chegar a esse
objetivo (42).

6. Planejamento.

Sim, pois em cada prética fizemos um planejamento (...)(15).
Sim, pois analisavamos 0s experimentos visando a fazer comparagdes e suposigoes (22).
Sim, j& que discutiamos sobre o que seria feito, executdvamos e depois discutiamos o que foi

correto ou ndo, se obteve éxito ou nédo (29).

7. Conclusdo e/ou solugcdao do problema inicial, referindo-se aos objetivos
iniciais.
Sim, porque tinha-se um objetivo inicial e fodas as etapas tinham por finalidade chegar a esse
objetivo (42).

Sim. Pois tendo o material de partida chegamos a certas conclusfes (54).

8. Referéncias para consulta.

Sim. Temos uma apostila que propbe um método de trabalho para chegar a um objetivo final
(49).
Sim. A apostila de um projeto de pesquisa (71).

Sim, pois sempre era necessdrio buscar comprovagdo com a literatura (75).

Os comentéarios citados — analise de problemas, elaboragcdo de hipotese,
obtencéo de dados, entre outros — compdem um perfil de justificativas apresentadas
pelos estudantes. Todas sdo concernentes a um projeto de pesquisa, até mesmo as
criticas. E o caso do estudante 45 (item 3, Ajustes de procedimentos), que mesmo
concordando com a pergunta, alegou haver problemas, pois a dependéncia das

praticas prejudicava o andamento da disciplina quando um experimento néo
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produzia dados trataveis. A situagdo apresentada pelo estudante € corriqueira no
desenvolvimento de um projeto de pesquisa, extremamente indesejavel em aulas
convencionais de laboratoério, porém em disciplinas de projetos € normal.

O interesse maior, como uma disciplina simuladora, foi fazer com que os
estudantes trabalhassem com o inesperado. Como de fato ocorre num ambiente de
pesquisa, algumas vezes os dados obtidos geravam resultados totalmente
inesperados. Outras vezes os dados nao puderam ser tratados ou, quando eram

trataveis, ndo se encontrava para eles explicagfes plausiveis.

4.3.2. CATEGORIA Il - NAO

Oito estudantes, 11% do universo de 72, responderam negativamente a pergunta.
Cinco justificaram suas respostas. Devido ao pequeno numero de respostas e
justificativas, optou-se por apresenta-las e comenta-las sem subcategoriza-las,

agrupando-as somente quando necessario.

1. A resposta do estudante 56, aparentemente negativa, refor¢a a consecugdo do
principal objetivo da disciplina
Néo, pois as coisas que deram errado na primeira etapa prejudicou as etapas seguintes, néo

houve a possibilidade de refazer (o que geralmente ¢é feito num projeto de pesquisa).

O estudante (a) implicitamente abordou a sequéncia légica da disciplina ao
afirmar que as coisas que deram errado na primeira etapa prejudicou as etapas
seguintes e (b) parece conhecer a dinamica da pesquisa ao mencionar a
possibilidade de refazer.

A disciplina n&o abriu espacos para repeticbes de praticas cujos resultados ndo
eram “satisfatorios”, até porque o foco principal ndo foi a obtengédo de dados que
estivessem “corretos”, mas sim que possibilitassem a discusséo.

Apos o tratamento de dados e andlise dos resultados (TDAR), era aberta aqueles
interessados a possibilidade de repetir a pratica fora do horéario da disciplina, no
laboratério dos docentes responsaveis. Alguns grupos assim procederam, apesar

de terem outras atividades e afazeres.
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2. O estudante 67 abordou trés questdes: protocolos, experiéncia discente e tempo.

Nao, pois para realizar um projeto com profocoios tdo falhos e alunos que néo tem a
experiéncia necessaria no laboratorio seria necessario o iriplo de horas de aula para

consequirmos chegar a resultados safisfatérios.
A questdo do tempo também foi abordada pelo estudante 56. A inexperiéncia
discente é compreensivel j4 que, declaradamente, esta foi para eles uma
experiéncia nova. A inexperiéncia discente sobre o andamento de um projeto de

pesquisa pode ser exemplificada pela declaracéo do estudante 46:

Ndo. Num projeto de pesquisa deve-se ter resposias para as perguntas e a Bioquimica

Experimental ndo as apresentou.

O interesse de Bioquimica Experimental ndo estava centrado nos dados,
resultados e respostas obtidos pelos estudantes, mas sim em seu desenvolvimento
cognitivo. A declaracdo do estudante 46 é coerente porque, de fato, a disciplina ndo
apresentou respostas prontas. Elas deveriam ser trabalhadas e respondidas pelos
estudantes.

Provavelmente a dificuldade em responder as perguntas suscitadas pelas
praticas deve-se a escolaridade prévia e aos modelos de aulas praticas utilizados
em disciplinas anteriores.

As consideragdes discentes sobre protocolos “falhos” tém origem em dados néao
trataveis elou resultados nao explicaveis. Na o6tica discente, dados e resultados
“errados” sdo conseqléncia direta de protocolos “falhos”.

Os protocolos eram indicativos. Partiam de uma situagédo geral. Os estudantes
deveriam trabalhar as praticas como modelos, ajustando-as e modificando-as de
acordo com as suas necessidades.

As Praticas 6 (Fracionamento Celular), 7 (Dosagem de Proteinas) e 8
(Determinagédo da Atividade Enzimatica) (Apéndice VI, p. 186-91) servem como
exemplo. O objetivo era obter um lisado de levedura, dosar proteinas nesse lisado e
determinar a atividade enzimatica. Um modelo de diluicdo geral foi fornecido aos
estudantes através das praticas. Eles deveriam fazer as modificagcbes e ajustes
necessarios para que os procedimentos de dosagem proteica € determinacéo da
atividade enzimatica pudessem ser realizados de acordo com a quantidade de
material no lisado, ou seja, deveriam ajustar suas diluicbes de acordo com a

quantidade de enzima que tivessem extraido. Aqueles que realizaram uma extragéo
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melhor deveriam diluir mais suas amostras, aqueles que nao conseguiram realizar

uma boa extragdo deveriam diluir menos sua preparacgao.

4.3.3. CATEGORIA IIl - PARCIALMENTE

Trés respostas foram agrupadas nesta categoria. Dois estudantes justificaram

suas respostas, sendo que o estudante 12 respondeu somente falvez.

Em parte, pois as Gltimas experiéncias ndo tiveram muita relagdo com os experimentos em
que havia envolvimento das leveduras (10).
N&o exatamente como o que vivencio no meu estagio, pois existem etapas que ndo séo

realizadas pelos alunos, deixando uma lacuna. (27)

Apesar de apresentarem respostas parciais, suas justificativas reforcam a
consecucdo de uma simulagdo de um projeto de pesquisa. A primeira frase
apresenta uma justificativa semelhante as apontadas pelos estudantes do ano
anterior (segdo 4.1.1, p. 54). E totalmente pertinente, pois demonstra que o
estudante esteve atento a condugéo da disciplina.

O estudante 27 revelou familiaridade com o ambiente de pesquisa, por estagiar
em laboratério de pesquisa. Pertence, também, ao grupo de estudantes cujas
respostas sdo multicategoricas (seg¢do 4.2.6, p. 63-4). Sua resposta &, portanto,
pertinente a realidade de um laboratério didatico, isto €, a simulagao de pesquisa,
nao a pesquisa real. Na estruturacdo da disciplina, algumas etapas que ocorreriam
em situacbes reais foram suprimidas ou substituidas para adequar o tempo
disponivel ao conjunto de experimentos a serem planejados, executados e

discutidos.

4.3.4. RESPOSTAS MULTICATEGORICAS

A distribuicdo das respostas muiticategéricas (secdo 4.2.6, p. 63-4) foi
semelhante a distribuicdo das respostas do universo total de estudantes que
responderam a Questdo 12B. Houve 23 respostas agrupadas na Categoria |, uma

na Categoria Il e duas na Categoria lll (Figura 9).
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Figura 9 — Distribuicdo das respostas multicatégéricas da
Questdo 12B do Questionario 2 (26 estudantes)
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As distribuicdes semelhantes justificam e qualificam todas as respostas dos

estudantes que responderam as Questdo 12 do Questionario 1 (Questdo 11 do

Noturno) e Questdo 12A do Questionario 2. As respostas muiticategéricas indicam

que estes estudantes constituem um grupo diferenciado, com um conceito mais

completo sobre um projeto de pesquisa. Uma vez que suas respostas foram

semelhantes as de todos os estudantes, € licito usa-las para validar a opinido geral

dos estudantes que explicitaram com menos detalhes suas concepcgdes sobre

projetos de pesquisa.
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4.4. QUAL A MELHOR ESTRATEGIA PARA AS AULAS PRATICAS?

I. SIMULAGCAO DE UM PROJETO DE PESQUISA

Il. PRATICAS INDEPENDENTES UMAS DAS OUTRAS. o
BIBLIOTICA

JUSTIFIQUE SUA ESCOLHA. {NSTITUTO DE QUIMICA

a i ari nversidade de S50 Paulo
(Questdo 12C — Questionario 2) Univer

A Ultima pergunta da Questdo 12 pediu aos estudantes que optassem pela
melhor estratégia entre as listadas. Cada escolha foi, portanto, o ponto de partida
para a criacdo das categorias: | — simulagdo de um projeto de pesquisa, € Il —
praticas independentes. Como nas questdes anteriores, o direcionamento nio foi
total, existindo respostas, se bem que poucas, agrupadas na Categoria lii.

Dos 75 estudantes que preencheram o questionario, 70 responderam a questao.
Optaram pela simulagdo 50 estudantes (71%), por préticas independentes, 17

(24%). Trés optaram pelas duas estratégias, dependendo da situagdo aplicada a

cada uma (Figura 10).

Figura 10 — Distribuico das respostas da Questo 12C do
Questionario 2 (70 estudantes)
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4.4.1. CATEGORIA | - SIMULAGAO DE UM PROJETO DE PESQUISA

Pouco mais de 70% dos estudantes optaram pela simulacdo como melhor
estratégia. Somente uma resposta nao foi justificada, e somente uma resposta
justificada néo foi considerada pertinente. Algumas respostas foram agrupadas, a

semelhanga das questdes anteriores.
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1. 27 estudantes (54% dos que optaram pela simulagdo, 38% dos que responderam)
apontaram a presenca de uma seqliéncia légica como justificativa pela escolha,

expressando-se de formas variadas.

Encadeamento l6gico (13).

Continuidade do projeto facilita o entendimento geral da teoria, provando que na realidade
ocorre um série de acontecimentos (1).

O encadeamento I6gico faz com que o entendimento de cada processo fiqgue mais claro (62).
Pois mantém um entendimento l6gico, tornando uma pratica pré-requisito para outra (ndo
necessariamente com relacdo do resultado do experimento, mas ao seu entendimento) (11).

A vantagem do encadeamento é a de melhor para aprender do que algo isofado um do outro

3.
As duas proximas declaragbes sao muito importantes do ponto de vista
qualitativo, pois ressaltam aspectos muito dificeis de serem expostos pelos

estudantes:

(...) pois percebemos a importédncia de fazer direitc uma etapa pois se ndo a seguinte ndo
daré certo (48).

(..) torna a aula mais interessante e esta passa a ter uma seqiiéncia lbgica, as coisas ndo
ficam jogadas (9).

Provavelmente ndo havia para o estudante 48, até esta disciplina, a nocdo de
que ele deveria fazer direifo uma etapa. De fato, em aulas independentes, os
resultados de um experimento ndo comprometem o desenvolvimento dos
subsequentes. A tomada de consciéncia e 0 desenvolvimento desta habilidade
procedimental é ao mesmo tempo, um dos objetivos da disciplina e um
reconhecimento da semelhanga dela com a pesquisa cientifica. Indiretamente, esse
tipo de resposta pode indicar o comportamento habitual do estudante em aulas
praticas convencionais.

A resposta do estudante 9 pode indicar o grau de entendimento que as aulas
praticas anteriores tiveram para ele. Pode-se interpretar as coisas de diversas
maneiras: a teoria por tras das praticas, os resultados confirmatorios sem quaisquer
ligacbes aparentes, a aplicabilidade pratica dos experimentos realizados, entre

outros.

2. Alguns estudantes ressaltaram a importdncia da simulagdo para a vida

académica profissional.
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Pois para nés é importante termos uma matéria que nos mostra como é realmente o
desenvolvimento de pesquisas (15).
Fica mais parecido com o que é feifo em um estagio e as préticas acabam tendo uma
seqiiéncia e um objetivo claro (19).

Adequa-se a vida real de um cientista (71).

3. Também foi apontado o desenvolvimento do raciocinio critico como
consequéncia importante da simulagéo, além de respostas que indicam o estimulo

ao estudo, a pesquisa e a solugédo de problemas.

Para o futuro pesquisador e mesmo para quem ndo entrard em drea de pesquisa, trabalhar
com uma sequéncia de experimentos encadeados forma pessoas mais “pensantes” (32).
Estimula os alunos a serem mais dindmicos (30).

Porque se ndo, ndo saberemos porque estaremos fazendo a pratica (50).

4. Quatro estudantes apontaram a integralidade da disciplina.

E mais facil compreender pela logica das coisas. Vocé é obrigado a entender a matéria de
modo integral. Se aprende mais usando e analisando (29).

Impede que os alunos “larguem” a matéria (precisa da P1 para entender bem a P19...) e para
os sempre interessados dé uma aparéncia de NOVELA, da vontade de vir ao laboratorio para
ver o que vai acontecer (60).

A simulaggdo de um projeto de pesquisa talvez seja mais dificil, mas situa o aluno, cada
experiéncia faré parte de um fema geral (12).

Tem logica. Em i [praticas independentes] depois teriamos que sozinhos tentar relacionar (o

que eu néo faria) (20).

5. Apesar de terem optado pela simulag&o, alguns estudantes fizeram criticas.

Acho que as préticas devem ser encadeadas, como foi feito, porém deveriamos fazer

“operagBes” um pouco mais diversificadas e ndo sé medir absorbéancia e incubar (34).

O estudante 34 abordou a quantidade de determinagdes enzimaticas e dosagens
de proteina realizadas em cada etapa de purificagdo. Esta declarag&o, apesar de
negativa do ponto de vista discente, € positiva do ponto de vista da pratica
experimental, pois num ambiente de pesquisa os procedimentos sdo repetidos
rotineiramente.

Os resultados “errados” sdo recorrentes em algumas declaracbes discentes:

O anico problema é se algo sai errado antes do fim (22).
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A simulagdo ¢ legal, mas como uma etapa depende da outra, ¢ complicado se uma delas dé
errado, porque todas as outras tambem d&o errado (...) Se for achada uma solug8o para esse
problema, a simulagéo é bem melhor (42).

Desde que sejam mais cerfos os resuliados. Ocorreram muito erros (72).

A outfra critica apontada pelos demais estudantes refere-se aos resultados
‘errados”. Os estudantes estiveram sempre em busca de resultados que
confirmassem suas praticas, mesmo tendo no¢céo que na disciplina isso ndo seria
realizado. Isso provavelmente deve-se a escolaridade prévia, em que os resultados

das praticas sio classificados em “corretos” e “errados”.

4.4.2. CATEGORIA Il - PRATICAS INDEPENDENTES

Pouco menos de 25% dos estudantes optaram por praticas independentes umas
das outras. Dos 17 estudantes que responderam a pergunta, somente um nao
justificou. Dos que justificaram, somente uma justificativa ndo foi considerada

pertinente.

1. A grande maioria das respostas trouxe um aparente paradoxo. Suas justificativas,
apesar de serem consideradas negativas pelos estudantes, ressaltaram aspectos
importantes de um projeto de pesquisa. As justificativas das respostas dos

estudantes foram centradas nos resultados das praticas.
Préticas independentes, pois se algo dé errado no comego, esse erro vai se profongar até o
final e comprometer as outras praticas (7).
Porque os resuitados fregiientemente déo errado, dificultandc a proxima pratica. Se forem
independentes as préticas, esses resuitados ndo interferem na proxima prética (25).
Experimentos isolados ndo acarretam danos para o proximo experimento (35).
As prdticas dependentes umas das outras desestimularam e desanimaram completamente 0s

alunos, pois o primeiro resultado errado piorou todos os seguintes (70).

Outros dois estudantes, apesar de justificarem da mesma forma, apontaram

aspectos positivos da simulagéo.
Praticas independentes, pois se um experimento der errado prejudicaré oS demais,
aumentando o erro, porém a simulacdo nos faz lidar mais com a realidade, por exemplo, no
trabalho (23).
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Apesar de fer gostado da simulagdo, acho que praticas independentes sdo melhores em uma
aula pratica, pois um erro cometido nas primeiras experiéncias da simulagdo tende a se

propagar para as outras (68).

2. Dois estudantes apontaram a limitagao de tempo como justificativa da escolha

por aulas praticas.
E importante que a prética seja concluida no periodo disponivel para o laboratorio (64).
Opto por préticas independentes primeiro por causa do fempo e segundo que quem quiser

fazer um projeto de pesquisa que procure uma iniciagdo cientifica, como eu fiz (67).

A declaragao do estudante 67 revela uma concepgéao que dissocia por completo o
ensino da formacgéo cientifica das disciplinas regulares. Foi exatamente o contrario
do que se pretendeu instituir neste projeto.

A andlise dessas respostas deve ser articulada com as relativas aos resultados,
pois algumas vezes, tendo obtido resultados inadequados, os estudantes usaram

horarios extra-aula para repetir algumas praticas.

3. A resposta de um estudante € significativa pois aponta um aspecto né&o
assinalado por nenhum outro estudante, e extremamente importante na condugao

das aulas praticas:

Praticas independentes umas das oulras, para que a gerte possa aprender o que esta fazendo

sem correr 0 risco de, de repente, ndo ter material para o experimento sequinte (...) (64).
Tentou-se na disciplina limitar a quantidade de reagente disponivel, para que n&o
houvesse desperdicio e também para que os estudantes pudessem atuar como se
estivessem em um laboratério de pesquisa. Para cada turma (12 subgrupos) foi
disponibilizada uma quantidade de reagente suficiente para todas as suas praticas
acrescida de um adicional de 50% (se¢&o 3.3.3.2, ultimo paragrafo, p. 41). As
queixas foram muitas, mas ao longo da disciplina os estudantes tornaram-se um

pouco mais conscientes da quantidade gasta de material. Esta limitagdo foi notada.

4. Demais respostas.
A separacdo € meihor [pois aborda um] assunto diferente (41).
Além de termos aula uma vez por semana {0 que sempre requer revisdo de onde estdvamos,
para onde vamos), se uma etapa termn problema compromete todo o resto, também acho mais

dindmico préticas independentes (52).
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4.4.3. CATEGORIA Ill - PARCIALMENTE

Trés estudantes ndo optaram por simulag@o ou praticas independentes. Suas
justificativas foram vinculadas a finalidades especificas. O estudante 21 justificou
que

ambas séo importantes.
A simulac&o serviria a carreira académica enquanto as praticas independentes ao
aprendizado de técnicas.

O estudante 33 ressaltou que

néo ha preparo suficiente para aplicar um projeto, mas préticas independentes também néo

s&o eficientes em aprender.
A critica mais contundente foi feita pelo estudante 57:

qualquer uma, desde que 0s experimentos ficassem clarecs e tivessem propésitos claros.

4.4.4. RESPOSTAS MULTICATEGORICAS

Da mesma forma que na se¢do 4.3.4 (p. 70-1), fez-se a distribuicdo das
respostas consideradas multicategéricas (secdo 4.2.6, p. 63-4). Assim, dos 25
estudantes (um deles ndo respondeu a questao), 20 optaram pela simulac&o, quatro
por praticas independentes e um foi enquadrado na Categoria lli.

A distribuicdo das respostas deste grupo (Figura 11) reforca a distribuigdo obtida

para o conjunto total de estudantes (Figura 10, p. 72).

Figura 11 — Distribuicio das respostas multicategéricas da
Questéo 12C do Questionario 2 (25 estudantes)
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45. VOCE ACHA QUE ESTE TIPO DE DISCIPLINA LEVA A UM MELHOR
APRENDIZADO?

(Questdo 12 — Questionario 3)

A questdo teve dois objetivos. O primeiro foi explicitado pela pergunta. O
segundo consistiu na verificagdo das justificativas dadas, seguidas de suas
eventuais analises, comparando, quando possivel, com as respostas dos demais
participantes.

Todos os nove monitores responderam afirmativamente a questdo. Foram,
portanto, enquadrados na Categoria I. Cinco deles apresentaram justificativa.

Nenhuma resposta foi alocada nas demais categorias (Figura 12).

Figura 12 — Distribuicdo das respostas da Questdo 12 do
Questionario 3 (9 monitores)
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Por ser um grupo muito menor que o dos estudantes, nao foram criadas
classificagbes pormenorizadas. Comparadas com as respostas discentes, as
respostas dos monitores revelaram, como esperado, um maior grau de maturidade

académica.
4.5.1. CATEGORIA | - SIM

1. Dois monitores entenderam que a forma de conduzir a disciplina leva a um
melhor aprendizado por desenvolver a capacidade critica dos estudantes.

Sim, pois com essa metodologia de ensino os estudantes s&o colocados diante de problemas

reais. Com isso, estimula-se o poder de observagdo, o senso critico e a fomada de decisbes

@).
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Sim. Uma vez que o aluno pensa criticamente, ele é capaz (...) de aplicar esse tipo de

pensamento critico em outras disciplinas e assim construir seu conhecimento (8).

2. Outros dois monitores apontaram algumas razdes para o desenvolvimento da

capacidade critica discente.

Sem duvida alguma e acredito ainda que é um dos processos de aprendizagem que mais
funcionam, pois o aluno € a chave para o andamento do curso. E a partir do momento em que
0 aluno se coloca como o elemento chave e compreende seu papel, hd uma evolugdo
significativa no processo de aprendizagem (1).

Acredito que sim, pois as préaticas sdo seqiienciais e ndo independentes como na maioria das
disciplinas praticas, o que leva a um maior aprendizado, uma vez que 0 aluno precisa estar

infegrado as aulas para néo ficar perdido (7).

3. Apesar de nao ser uma justificativa, o monitor 5 relatou um aspecto primordial
da disciplina, ressaltado em respostas de outros participantes (se¢éo 4.12.1, p. 98
e secdo 4.14, p. 102).

Sim. Este tipo de disciplina pode ser mais trabalthosa, mais complicada de ser implementada e
mais desgastante para professores, monitores e alunos. Mas com certeza leva a um melhor

aprendizado.

Os adjetivos empregados pelo monitor 5 — frabalhcsa, complicada, desgastante —
traduzem algumas qualidades desta disciplina. Ela foi, sim, muito mais trabalhosa,
pois além de fazer com que os estudantes interagissem numa nova forma, exigiu
mudancgas de atitudes. Foi complicada em relagdo as discussdes e ao
compartilhamento de resultados, pois exigiu uma logistica de interacdo enfre os
grupos, e entre estes e os orientadores. E, certamente, a solicitagdo e atuagao
constantes dos docentes e estudantes s&o mais desgastantes, tanto fisica quanto

intelectualmente, do que as estratégias convencionais.



81

46. A FORMA DE CONDUZIR A DISCIPLINA (COMO SIMULAGAO DE UM
PROJETO) PERMITE ENSINAR MELHOR OS ESTUDANTES DO QUE AS
FORMAS CONVENCIONAIS?

(Questao 1 — Questionario 3)

Oito monitores responderam afirmativamente a questdo. Suas respostas foram
enquadradas na Categoria |, enquanto a de um monitor foi alocado na Categoria Il

(Figura 13). Trés monitores nao justificaram suas respostas.

Figura 13 — Distribuicio das respostas da Questdo 1 do
Questionario 3 (9 monitores)
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4.6.1. CATEGORIA | - SIM

1. Algumas caracteristicas da disciplina foram apontadas pelos monitores para
justificar suas preferéncias, tais como o incentivo a resolugdao de problemas e a
seqiiéncia légica das praticas.
Sim, este modo de ensino incentiva o aluno a resolver os problemas de acordo com o que ¢
aprendido durante o curso, sempre aprofundando o conhecimento (3).
(...) Na disciplina em que eu fui monitora tive a impressao de que certos conceitcs estdo muito
mais sedimentados e claros porque o préprio aluno teve que desenvolver 6 projeto e encadear
as préticas de uma maneira logica (5).
Na opiniao do monitor 9, a seqiéncia l6gica motiva os estudantes
Sim, pois quando vocé coloca nas méos dos alunos um projeto de pesquisa com comego, meio

e fim, onde o0s conceitos tém sentido palpavel, ou melhor, realizavei os alunos se véem

estimulados a aprender.
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2. O monitor 1 justificou a maior participagao dos estudantes como melhor forma

de ensina-los.

Sim. Dentre os fatores que distinguem o modo como esta disciplina é conduzida (...), pode ser
destacada uma maior participaggo do aluno como ser pensante e sua necessidade de pensar e
entender o0 projeto, plangjando-o, fratando os dados e analisando os resultados,

conseqtientemente o aluno apreende mais e melhor.

3. Comparou-se as formas de ministrar aulas praticas, apontando uma grande

vantagem da simulagao:

Sim, uma vez que nos méfodos convencionais a forma de aprendizado estd limitada aos
experimentos que "déo certo”. J& com a simuiagdo ha duas possibilidades de aprendizagem:
quando 03 experimentos ddo cerfo e quando dadc errados. Essa dltima forma de aprendizado

estimula a discusséo e com isso enriquece as aulas (2).
Da mesma forma que os estudantes, nota-se também a visdo dicotdomica, pelo
menos para o monitor 2, em que o0s resultados séo classificados como “certos” ou

“errados”, originada e mantida pela condugéo convencional de aulas praticas.

4. A monitora 5 justificou sua resposta, fazendo uma comparacdo entre praticas
independentes e simulagdo, a partir de sua experiéncia como estudante e

orientador.
Eu acho que sim. Quando eu era aluna de graduagdo eu tive uma disciplina semelhante em
termos de conteiido, mas conduzida de maneira convencional e ndo me lembrava basicamente
de nada estudado na disciplina. Na disciplina em que eu fui monitora tive a imprességo de que
certos conceifos estdo muito mais sedimentados e claros porque o proprio aluno teve que

desenvolver o projeto e encadear as préticas de uma maneira I6gica (5).

4.6.2. CATEGORIA lil - OUTRAS CONSIDERAGOES

1. A resposta do monitor 9 foi alocada na Categoria lll, pois, diferentemente das
respostas taxativamente afirmativas de seus pares, ele afirmou; ndo sei se seria ao
certo a palavra ensinar melhor. Apesar disso, apresentou diversas justificativas que

apodiam as idéias dos monitores.

(...) Acredito que os alunos podem ter uma visdo melhor do porque estdo fazendo a aulfa de

laboratério, tendo um objetivo final. Sendo as aulas praticas uma simulaggo de um projeto de
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pesquisa, os alunos ja sabem inicialmente que existe um objetivo inicial e Gue existem etapas
para alcangar esse objetivo. Em resumo, o que eu quero dizer é que existe uma I6gica
seqlencial nas praticas, e cada uma e um degrau, nas quais 0s alunos aprendem as técnicas
bioguimicas e complementam o aprendizado adquirido em sala de aula. Essa abordagem

acredito que seja melhor para um aprendizado critico dos alunos.
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4.7. COMO VOCE PREFERE MINISTRAR UM CURSO EXPERIMENTAL?
I. SIMULAGAO DE UM PROJETO DE PESQUISA

Il. PRATICAS INDEPENDENTES UMAS DAS OUTRAS.

JUSTIFIQUE SUA ESCOLHA.

(Questao 10 — Questionario 3)

As respostas desta questdo permitem verificar a opcao geral de escolha adotada,
levando em consideragcdo parametros tais como aproveitamento dos alunos,
aumento do trabalho dedicado a preparagdo e ao desenvolvimento da disciplina,
etc. As respostas indicam que todos os monitores optaram pela simulagdo de um
projeto de pesquisa ao invés de praticas independentes (Tabela 14). Somente o

monitor 5 ndo apresentou justificativa.

Figura 14 — Distribuicdo das respostas da Questao 10 do
Questionario 3 (2 monitores)
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4.7.1. CATEGORIA | - SIM

1. Alguns monitores apresentaram em suas justificativas alguns aspectos relativos

aos resultados advindos da simulagdo de um projeto de pesquisa.

Pois ¢ uma forma de estimular o aluno pensar, acabar com a suposi¢do de que 0S8 topicos vém
em bloquinhos e que ndo ha nada que os unam. Dar a chance de estabelecer relagbes. E pelo

estimulo que é acompanhar o desenrolar, por exemplo, de um sistema como a levedura (9).

2. Os resultados advindos da simulacdo estao fortemente ligados, na visdo dos

monitores, a aplicabilidade dos conhecimentos adquiridos na disciplina.
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Como dito, ern um curso que confenha uma simulagdo de um projeto de pesquisa, 0 aluno
passa a participar efetivamente ja que dele, de seu trabalho e de seus resuftados é que se
formaréo as aulas futuras (...) (1).

A simula¢do de um projeto de pesquisa apresenta a vantagem de conectar 0s conhecimentos
aprendidos com o decorrer das aulas, o que dificilimente ocorre com aulas cujas préticas s&o
independentes (2).

Apesar de ser a primeira vez que fui monitora de um curso experimental acho que a simulagdo
de um projefo de pesquisa é melhor, pois desta maneira é mais facil para o aluno aplicar

conceitos aprendidos anteriormente (...) (3).

3. O estimulo e desenvolvimento de um pensamento critico foi outro aspecto

abordado.

Ajuda o aluno a entender a prética de forma coesa, também estimula o raciocinio I6gico,
pratica fundamental num laboratério de pesquisa (4).

Porque acredito que seja mais facil para o aluno ter uma segqiiéncia logica de praticas, com um
pensamento critico sobre elas e aplicando 0s conhecimentos adquiridos na sala de aula, do
que ter préaticas independentes apenas relacionadas com o conteudo de uma disciplina de

biogquimica (8).

4. Apesar de preferir a simulagéo, o monitor 7 fez uma critica a disciplina.

As préticas como sdo seqiienciais fornam a disciplina mais inferessante, no entanto se o grupo
comete um erro, este se propaga pelos experimentos pois ndo existe tempo para repetir os

experimentos como num projeto de pesquisa.

A questéo do tempo também foi criticada pelos estudantes (se¢é&o 4.4.2, item 2, p.
75-6). Como explicado anteriormente, ndo se quis, durante a construgcdo da
disciplina, alocar periodos em que os estudantes pudessem repetir as praticas cujos
resultados foram “errados”, pois ndo era intengdo da disciplina obter resultados
“certos” ou “errados”, mas fazer com que os estudantes trabalhassem com os “seus”
resultados.

Foram tentados ajustes para que essas situagdes nao ocorressem. Mas fica aqui
uma questdo: como fazer os estudantes trabalharem com o inesperado, superando

o desafio encontrado, sem que os dados, resultados e respostas sejam incertos?

5. Outros trechos e/ou respostas destacaram caracteristicas diversas presentes em

uma simulagéo.
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Melhor visdo da bioquimica como um todo. A disciplina torna-se mais interessante para 0s
alunos (6).

(...) e mais importante, o aluno passa a ter compreenséo de seu papel tanto individual quanto
em grupo na criagdo e execugédo de projetos a medio e jongo prazos (1).

(...) além de ser um incentivo ao aluno, que fica mais interessado e mais atento ao que faz
durante 0s experimentos, uma vez que 0 que ele faz em uma aula seréa utilizado na préxima
aula (3).
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4.8. QUAIS AS PRINCIPAIS VANTAGENS DESSA FORMA DE MINISTRAR A
DISCIPLINA?

(Questdo 6 — Questionario 3)

Todos os monitores responderam a questdo. Criou-se quatro categorias. A ultima
agregou as respostas ndo enquadraveis nas anteriores. Devido ao pequeno numero
de respostas, algumas vezes uma categoria conteve uma unica resposta.

Nota-se nas respostas, em maior ou menor grau, a valorizacao de a disciplina ter
praticas em uma sequéncia logica, havendo o estimulo das habilidades criticas dos
estudantes pela sua participacao efetiva nos planejamentos, tratamentos de dados e

analises dos resultados.

4.8.1. CATEGORIA | — ESTIMULO A HABILIDADES CRITICAS

Quatro monitores apontaram, em suas respostas, o estimulo a habilidades

criticas.
(...) os alunos sdo incentivados a pensar, as técnicas (...) ndo sdo dadas “mastigadas” para 0s
alunos, eles conseguem entender porque precisam aprender as técnicas, e no final sdo
capazes de por em prética o que aprenderam (3).
Exige do aluno maior participagdo e raciocinio, ndo somente devido ao tema estudado, mas
também na questdo de organizagdo dos experimentos. Apesar do método induzir as praticas
que na verdade ja estdo planejadas, ele faz com que o aluno chegue no plano desejado de
forma esponténea e participativa (4).
(...) as principajs vantagens que eu vejo sdo: uma melhiora no pensamenio critico dos alunos,
uma vez que eles tém que tratar os dados obtidos em uma prética para iniciar outra; saber que
0 prosseguimento do seu trabalho (alcangar seu objetivo final) depende de uma escolha correta
em fodas as etapas (8).
Os alunos elaboram e discutem mais o projefo e ndo atuam como simples executores das
préticas. Além disso, os alunos ficam mais preparados para as dificuldades do dia a dia da
bioquimica experimental. A nogdo de que experimentos podem dar errado e que existe um
motivo para isso ter acontecide e que s8o eles que devem entender a razdo pela qual o

experimento nédo deu cerfo se torna clara para 0 aluno ao longo do curso (5).
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4.8.2. CATEGORIA Il - PARTICIPAGAO DISCENTE

Um importante aspecto ressaltado foi a participagdao discente nesse tipo de
disciplina.

Como dito, o aluno passa a ter maior contato com a disciplina j& que este deve preparar uma
estrafégia a cada dia, o que envolve criaggo de um protocolo de pesquisa, a preparagédo e a
execugdo de ensaios préticos e obtengdo e anélise dos resultados. O mais interessante
envolve a utilizagdo dos resultados na preparag8o de aulas futuras, “obrigando” o aluno a estar
sempre presente e atento a cada passo do curso (1).
Creio que a principal vantagem da metodologia proposta é a maior participagdo dos alunos nas
aulas. Isso fez com que o tradicional monologo do professor fosse substituido pela discusséo
entre alunos professores e monitores, que por sua vez trouxe a fona uma Série de questdes
relativas a matéria que dificilmente seriam levantadas em disciplinas ministradas a maneira

tradicional (2).

4.8.3. CATEGORIA Il - SEQUENCIA LOGICA

O monitor 9 apontou a seqiiéncia légica como vantagem.

A seqliéncia de acontecimentos que ndo permite ao aluno fazer as coisas pela metade, ou de
qualquer jeito, pois a etapa seguinte precisa do passo anterior. Assim o conhecimento acaba
tendo uma base sdlida, o aluno entra em contato com um conceito e faz uso dele no decorrer

do curso somando outros mais pelo caminho (9).

Pode-se relacionar esta resposta ao depoimento dos estudantes: (se¢do 4.4.1,
item 4, p. 74) a seqUéncia faz com que as praticas ndo figuem desconectadas,

fazendo com que os estudantes tenham que acompanhar todas as praticas.

4.8.4. CATEGORIA IV — DEMAIS RESPOSTAS

Acho que o interesse dos alunos foi maior (6).

Mostrar ao alunc como se planeja e executa um projeto em qualquer laboratério de pesquisa

@).
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4.9. QUAIS AS PRINCIPAIS DESVANTAGENS DESSA FORMA DE MINISTRAR A
DISCIPLINA?

(Questéo 7 — Questionario 3)

Todos os monitores responderam a questdo. Seu objetivo foi saber quais as
caracteristicas consideradas negativas pelos monitores e suas eventuais
justificativas, na tentativa de um estabelecer pontos comuns entre as suas respostas
e as dos estudantes. Foram criadas quatro categorias, se bem que, como no caso

anterior, algumas vezes uma categoria conteve somente uma frase.
4.9.1. CATEGORIA | - MOTIVACAO DISCENTE

Cinco monitores apontaram a motivagcdao dicente, abordando aspectos
desmotivadores da disciplina, e justificando os eventuais motivos para tal

desmotivacao.
Talvez a principal desvantagem seja uma dificuldade intrinseca em manter e gerar curiosidade
nos alunos, visfc que é um curso que ira depender exclusivamente do frabalho feito por eles
(1.
Vejo apenas um problema nesse tipo de metodologia: a dificuldade gue surge em deferminados
momentos de motivar © alunc a realizar os objefivos proposfos. Muitas vezes 0s alunos faziam
queixas a respeito da falfta de ‘resuffados positivos” ao final do experimento. Apesar de fal
problema ndo ser propriamente uma desvantagem, talvez seja necessario refletir sobre o que
fazer para desperiar a motivagdo dos alunos (2).
Algumas vezes 0s alunos ficam desanimados porque seus experimentos ndo deram certo (...).
Lidar com esse tipo de insatisfagdo é bastante complicado e dificif (5).
Muitas vezes o projeto de frabalho ndo atinge 0s objetivos pretendidos, o que é muito frustrante
(...) (6).
Quando o aluno ndo chega em um resultado satisfatério, ou seja, se o experimento ndo dé
certo, gera uma certa desmotivagdo no grupo. E como, principalmente nas primeiras aulas
praticas, uma era continuagdo da outra, os erros vdo se acumulando. O que observei nesse
momento foi uma certa aversdo dos alunos pela disciplina quando os resuitados ndo eram
bons (7).

O ponto principal das justificativas apontadas é a dificuldade em reverter as
varias situactes desmotivantes. Considerando os comentarios dos estudantes e as

observacgdes realizadas durante a aplicagio da disciplina, na maior parte das vezes
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essas situagdes instalam-se quando ha erros na condugéo dos experimentos. Este
problema precisa ser pelo menos atenuado, mesmo considerando que o principal
objetivo da disciplina era habilitar os estudantes a discutir os resultados, ainda que
discrepantes dos considerados “corretos”.

Uma possivel solugdo seria minimizar os erros na condugdo dos experimentos.
Aulas de leitura dos roteiros das praticas seria uma solugdo. Mas como fazer isso
sem que boa parte do tempo da disciplina se transforme em enfadonhas aulas de
leitura? Outra solugdo seria alocar tempos “intraclasse”, em que os estudantes
pudessem realizar novamente as praticas em que houve “erros”.

Duas possiveis conseqgiiéncias negativas imediatas seriam sentidas:

- 0 conteudo da disciplina teria que ser reduzido.

- muito mais importante, o curriculo oculto da disciplina seria centrado no interesse
dos resultados corretos, e ndo na discussao da pertinéncia dos dados, resultados e
respostas.

A conscientizagdo discente ndo é rapida, mas sim lenta e gradual. N&o é possivel
esperar que comportamentos assimilados durante toda a vida escolar sejam
modificados, as vezes subvertidos, em 120 dias, em pouco mais que 80 horas de
aula. A melhor solucdo seria conjunta, direcionada a diversos ambitos, sejam eles
individuais ou institucionais, levando a diversificacdo das praticas educacionais,

levando a uma melhor aprendizagem dos estudantes.

4.9.2. CATEGORIA Il - ANDAMENTO DA DISCIPLINA

O monitor 3 apontou a dificuldade no acompanhamento da disciplina por

alguns estudantes.
Uma desvantagem de ministrar a disciplina desta forma é que o andamento do curso ndo ¢
igual para todos o0s alunos, como eles sdo separados em grupos, uns grupos realizam as
tarefas mais rapido do que oufros e isso é prejudicial, pois alguns alunos ficam defasados
enquanto outros passam um bom tempo esperando que 0s demais o alcancem, fazendo que

percam um pouco o inferesse peio curso (3).
Essa questdo é interessante, pois ha duas possiveis solugdes, de acordo com a

maneira como os estudantes realizaram suas atividades.
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Houve casos, no inicio da disciplina, em que os estudantes, conhecendo a
metodologia (planejamento — manipulagdo - TDAR), “maquiavam” seus
planejamentos para poder ir ao laboratério antecipadamente, e portanto, sair cedo.
Como a metodologia das aulas era baseada na colaboracédo entre estudantes e
orientadores, aqueles que quiseram burlar o esquema estabelecido puderam sair
mais cedo, porém foram prejudicados nas aulas de laboratério e nas avaliagbes
formais. Para esse tipo de problema o “tempo foi o melhor remédio”, pois mostrou a
alguns estudantes que a presenca nas discussGes ndo sO era importante, mas
necessaria para um bom acompanhamento da disciplina.

Porém, para os casos em que alguns grupos terminavam suas discussbes antes
de outros, a solugdo era realmente permitir que estes fossem para o laboratorio
acompanhados de orientadores. O numero de orientadores, apesar de satisfatorio
para a disciplina aplicada em 2003, ndo permitiu que se dispusesse de monitores ao
mesmo tempo em dois locais. Esse problema seria facilmente sanado caso

houvesse um numero ainda maior de orientadores.

4.9.3. CATEGORIA Ill - MATURIDADE DISCENTE

Dois monitores comentaram sobre a experiéncia discente.

Algumas vezes os alunos ficam desanimados porque seus experimentos ndo deram certo, pois
eles gostariam de respostas simples para 0os seus problemas. Lidar com esse tipo de

insatisfagdo €é bastante complicado e dificil (5).
O excerto da resposta do estudante 5 revela uma atitude muito comum nos

estudantes, provavelmente derivada de sua escolaridade prévia.

Muitas vezes o projeto de ftrabalho ndo atinge os objetivos pretendidos, o que é muito
frustrante. Aiém disso, os alunos invariavelmente ndo possuem conhecimentos necessarios

para realizar 0 planejamento dos experimentos satisfatoriamente (6).

Inicialmente houve alguma dificuldade em fazer com que estudantes
inexperientes comecassem a estabelecer hipéteses e relagbes, como num trabalho
cientifico. As justificativas dadas pelos monitores, associadas a observagéo
realizada durante a aplicagédo da disciplina, demonstraram o esfor¢o de tentar fazer

os estudantes trabalharem em condi¢gées desconhecidas.
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49.4. CATEGORIA IV - TEMPO DE DEDICAGAO E NUMERO DE
PARTICIPANTES

Apesar das proximas respostas apresentarem diferentes criticas, pode-se compor
um quadro relativo as caracteristicas da metodologia aplicada, em que as
necessidades apontadas — tempo de dedicagao e numero de participantes —
podem ser vistas, numa interpretacdo superficial, como uma desvantagem, mas nao

0 s&o0 necessariamente.

A necessidade de muitos monifores, que ndo vejo como uma desvanfagem, mas que pode ser,
dependendo do local onde for ministrada (8).

S&o necessarias muitas horas de dedicagdo dos professores, monitores e principaimente uma
boa carga horaria na grade dos alunos. Em suma o tempo de dedicagdo é muito maior que de

aufas “pré moldadas” (9).

A discussdo entre grupos deve ser assessorada por um participante mais
experiente, que guie os estudantes durante o processo de aprendizagem. Em
disciplinas construidas para haver discussdo em grupos, a razédo
orientador/estudantes deve ser maior que em uma disciplina convencional. Este
numero maior nao precisa obrigatoriamente ser composto por professores - pode
ser satisfeito com a participagao efetiva de monitores. Comparando-se as disciplinas
do periodo diurno aplicadas em 2002 e 2003, o numero de monitores no ultimo ano
foi maior, facilitando o trabalho de discuss&o. E como apontado, o numero de
monitores ndo € propriamente uma desvantagem, mas que pode ser, dependendo
do local onde for ministrada.

Outro fator apontado € o tempo de dedicagdo dos participantes. A criagdo,
elaboragdo e construgdo da disciplina foram realizadas pelo autor da presente
dissertacdo, a época estudante de pds-graduagio, auxiliado por quatro docentes e
consumiu um tempo consideravel. Durante a aplicagdo da disciplina, reunides
semanais extraclasse foram realizadas entre professores, monitores, colaboradores
e técnicos, para discussdo das aulas seguintes, a maioria tomando um periodo do
dia, geralmente o vespertino. Além disso alguns estudantes também trabaltharam em
dias adicionais aos das aulas para repetir alguns experimentos, sempre auxiliados

pelos orientadores.
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PARTE Il
RESPOSTAS DOS QUESTIONARIOS DOS PROFESSORES
SOBRE A SIMULACAO DE UM PROJETO DE PESQUISA
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4.10. VOCE ACHA QUE ESTE TIPO DE DISCIPLINA LEVA A UM MELHOR
APRENDIZADO?

(Questdo 13 — Questionario 4)

Dos professores que preencheram o Questionario 4, quatro foram agrupados na
Categoria |, pois responderam afirmativamente, enquanto um docente respondeu
negativamente. Porém seu comentario fez com que sua resposta fosse alocada na
Categoria Il (Figura 15). Os docentes 1 e 5, ambos na Categoria |, ndo justificaram

suas respostas ou fizeram quaisquer comentarios.

Figura 15 — Distribuicdo das respostas da Questdo 13 do
Questionario 4 (5 professores)
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A tarefa de organizar e categorizar as respostas dos cinco professores foi muito
dificil, pois quase sempre cada resposta apresentou um conteudo diferente de
outro, dificultando o agrupamento em categorias comuns. Porém, quando possivel,

a categorizacgao foi realizada.
4.10.1. CATEGORIA | — SIM

1. O professor 2 apresentou duas justificativas e um comentario sobre o
comprometimento dos estudantes com a disciplina.

Acho que as condigbes de aprendizado que este tipo de disciplina propicia ao aluno sdo muito
melhores para que ele tenha construa uma bagagem util de conhecimentos, e para que ele
exerga sua capacidade de critica. Se 0 aluno concorda em participar do propésito do curso
entdo ele sem duvida tem um melhor aprendizado.

Ha preocupagdo tanto com o conteudo (construa uma bagagem il de

conhecimentos) quanto com as habilidades (exerca sua capacidade de critica).
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Também estabelece uma relacdo entre o sucesso da disciplina e a concordancia

pelos estudantes em participar do propdsito do curso.

2. O professor 3 acreditou que a disciplina levou a um melhor aprendizado mas

estabeleceu uma condigao necessaria para 0 seu sucesso.

Sim, quando aplicada a seu publico especifico entendo que esta seja das melhores formas de
ensino. Este curso de Bioquimica Experimental é perfeitamente adequado ao curso de
Ciéncias Farmacéuticas mas possivelmente néo téo interessante para outros curso de satide.
Como a motivagdo do aluno para o estudo individual e grupo é determinante para o sucesso do
curso, o publico alvo deve ser considerado. Exatamente por isto, entendo que devam haver
alguns ajustes entre o curso do diurno e do noturno, pelas caracteristicas especificas destas

turmas.
O docente descreveu os ajustes realizados durante o desenvolvimento da

disciplina (se¢do 3.2, p. 31-2). O comentario indica que a disciplina obteve éxito em

sua construcao.

4.10.2. CATEGORIA lll - OUTRAS CONSIDERAGOES

O docente 4 nao concordou sobre a disciplina levar a um melhor aprendizado

porém afirmou a possibilidade de desenvolvimento de outras habilidades.

N&o. E possivel que desenvolva diferentes habilidades, porém ndo ¢ possivel classific4-las

como melhores ou piores.

Infelizmente ndo se dispbe de informacdes que possam revelar quais sdo as

habilidades citadas.



96

4.11. A FORMA DE CONDUZIR A DISCIPLINA (COMO SIMULAGAO DE UM
PROJETO) PERMITE ENSINAR MELHOR OS ESTUDANTES DO QUE AS
FORMAS CONVENCIONAIS?

(Questao 1 — Questionario 4)

Trés docentes responderam afirmativamente (Categoria ). Duas respostas foram

enquadradas na Categoria lll (Figura 16), embora ressaltassem aspectos positivos.

Todos justificaram suas respostas.

Figura 16 — Distribuicio das respostas da Questéo 1 do
Questionario 4 (5 professores)
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4.11.1. CATEGORIA | - SIM

1. O professor 1 foi contundente. Sua resposta apontou uma razéo pela qual ele
considerou que a simulagdo permite ensinar melhor. Fez também uma comparacéo
com disciplinas tradicionais.

Sem duvida, porque encontramos situagfes ndo previsiveis, mais préximas dos problemas que
encontramos no dia a dia de um laboratério, nas quais o aprendizado é maior do quée numa
prética padronizada em que tudo dé certo e a flexibilidade experimental é pequena.

2. O docente 3, em uma longa e elaborada resposta, citou duas razées pelas quais
considera ser a simulacdo mais efetiva, além de também ter feito uma comparagao
entre as metodologias tradicional e colaborativa.

Sim, pelo menos de duas formas:

- O encadeamento do contedado das aulas préticas faz com que a informagéo adquirida em uma

oportunidade freqlientemente seja ufilizada nas aulas seguintes, justificando prontamente a

necessidade do conhecimento adquirido. Entendo que assim ocorre melhor fixagdo dos
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conceitos estudados pelos alunos quando comparado a uma condigdo onde o professor
apenas informa que um conceito ou técnica em particufar é importante, descrevendo situagbes
hipotéticas onde poderia ser aplicada.

- Esta organizagéo das aulas encadeadas aproxima-se mais de possiveis situagdes reais que 0
aluno vai encontrar no exercicio da sua profissdo (especialmente no caso de farmacéuticos) do
que a aulas isoladas.

A combinagdo destas caracteristicas forna esta abordagem mais motivadora para muitos

alunos.

3. Para o professor 5 uma disciplina simuladora pode trazer diversos resultados.
Acho que sim. Este tipo de curso induz mais infensamente o questionamento, o interesse pela
busca de informagbes, o planejamento, organizagdo do ftrabatho a ser realizado e o

desenvolvimento de habilidades especificas.

4.11.2. CATEGORIA il - OUTRAS CONSIDERAGOES

1. Apesar de ndo responder nem afirmativamente nem negativamente, o docente 2

apontou uma caracteristica extremamente positiva:

Na minha opinido esta forma de ensino adotada na QBQ216 motiva, ou deveria motivar mais

0s alunos, o que estimula o aprendizado.

2. Apesar de apontar que
(...) ndo é possivel afirmar que esta forma seja melhor, pois ndo disponho de dados para
comparagéo (...),

o professor 4 também citou algumas caracteristicas positivas, indo ao encontro da

resposta do docente 3.
A simulacdo de um projeto permite uma continuidade entre os experimentos, desta forma os
conceitos sdo constantemente reutilizados. Esta ‘reutilizagdo” provavelmente facilita a

memorizagdo e o entendimento (...).
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4.12. COMO VOCE PREFERE MINISTRAR UM CURSO EXPERIMENTAL?
l. SIMULAGAO DE UM PROJETO DE PESQUISA

Il. PRATICAS INDEPENDENTES UMAS DAS OUTRAS.

JUSTIFIQUE SUA ESCOLHA.

(Questao 10 — Questionario 4)

Nenhum docente optou por praticas independentes. Quatro optaram pela
simulagdo (Categoria ). A resposta do professor 5 ndo permitiu classifica-la em

nenhuma das duas alternativas dadas, sendo, portanto, alocada na Categoria Il
(figura 17).

Figura 17 — Distribuicdo das respostas da Questédo 10 do
Questionario 4 (5 professores)
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4.12.1. CATEGORIA | - SIMULAGAO DE UM PROJETO DE PESQUISA

1. O professor 1, além da justificativa sobre aprendizagem, apresentou um

comentario sobre a quantidade de trabalho despendido pelos participantes.

O aprendizado é muito maior, apesar do trabalho do aluno e do professor também ser muito
maior.

2. Os docentes 2 e 3 relataram suas percepgdes sobre a aprendizagem dos
estudantes, comparando, ao final, as duas metodologias.
Tendo sido um dos proponentes deste curso, seria estranho que eu néo o preferisse. Mas ao

longo da experiéncia acumulada nestes dois anos, este tipo de curso experimental da ao

professor uma sensagéo de que esta ensinando algo significativo. Isto ndo acontece no modelo
de préaticas isoladas (2).
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Entendo que a simulagéo de projeto de pesquisa é uma abordagem mais efetiva de ensino que

praticas isofadas, pelas razbes discutidas anteriormente (3).

3. O professor 4 explicou que preferiu a simulacéo devido a

possibilidade de encadear varios experimenios em uma seqliéncia logica.

4.12.2. CATEGORIA lil - SEM OPGAO

1. O docente 5 ndo optou por nenhuma metodologia. Porém fez consideragdes
pertinentes quanto a escolha do tipo de disciplina, pois apresentou diversas
caracteristicas, que s&o pontos de partida para permitir a desenvolvedores
enquadrar uma disciplina em quaisquer dos seus modelos, como feito para essa
disciplina.

A escoiha depende da turma (curso, tamanho), da carga hordaria, do niumero de professores, do

numero de monitores e da infra-estrutura disponivel no laboratoério didatico.
Para uma disciplina simuladora (conforme Métodos, secdo 3.1, p. 30-1), ha a
necessidade de grande carga horaria € um numero razoavel de orientadores, além

de o laboratério conter os elementos basicos para uma boa aula pratica.
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4.13. QUAIS AS PRINCIPAIS VANTAGENS DESSA FORMA DE MINISTRAR A
DISCIPLINA?

(Questao 6 — Questionario 4)

Todos os professores responderam a questdo. Nao foi possivel sua
categorizacdo por similaridade pois as respostas apresentaram conteldos diversos.
Optou-se pela apresentacéo e discussdo de cada resposta individualmente, mas,

quando possivel, comparou-se respostas.

1. O professor 4 apontou como vantagem a divisdo em grupos. Implicitamente
comparou aulas expositivas classicas, em que prevalece o discurso para os

estudantes, e discussao em grupos, mediada pelos orientadores.

As aulas em pequenos grupos parecem favorecer a concentragdo dos aluncs. Penso que isto
estefja relacionado com a conversa em pequenos grupos, pois nesta condicdo a discussdo
torna-se mais pessoal do que uma apresentagdo para a sala toda. (E mais facil acompanhar
uma conversa do que um discurso). Logo, a simples divisdo da sala em pequenos grupos é

vantajosa.

2. O docente 5 demonstrou indecisdo em relatar as vantagens. Justificou para isso
sua falta de experiéncia. Mesmo assim apontou algumas, no seu ponto de vista,
inegaveis.

Como foi a minha primeira experiéncia neste tipo de disciplina, confesso que ainda ndo estou

totalmente confortavel na minha avaliagdo. Os pontos citados na resposta da questdo 1 [segdo

4.11.1, item 3, p. 97], entretanto, constituem uma vantagem inegdvel desta forma de ensinar.

3. O professor 1 apontou aspectos relacionados a aprendizagem e vida

académica.
Rendimento dos alunos em termos de aprendizado é muito maior que em aulas convencionais

e da a idéia do que ocorre em laboratérios de “verdade”,

4. A resposta do docente 2 abordou um aspecto de natureza interpessoal entre
estudante e orientadores, mostrando a importancia do compromisso,
responsabilidade e cumplicidade entre os participantes nesse tipo de trabalho, como

em laboratérios reais.
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O engajamento do bindémioc professor-aiunos (entendendo-se como professor o conjunto
professor + monitores) no curso e o fato de que 0s alunos neste curso séo tratados como

pessoas adultas, responsaveis e inteligentes.

5. O professor 3 apresentou alguns aspectos muito elucidativos. Sua preocupagéo
com o processo ensino-aprendizagem para desenvolver nos estudantes as

habilidades necessarias foi ressaltada.
O encadeamento Iogico de conceitos facilita o trabalho do professor. As técnicas aprendidas,
que poderiam Ser encaradas pelos alunos como ferramentas de uso em um futuro néo
determinado, eram empregadas com um propésito, dentro de um contexto do projeto. Para isto
ser efetivo o objetivo principal do curso/projeto tem que estar completamente claro ao aluno.
Além disto, o aluno aprende a diferenciar a utilidade de cada técnica. Um curso pratico
convencional pode incluir uma aula de espectrofotometria e uma de cromatografia, mas neste
formato de simulagdo de projeto adicionalmente & possivel evidenciar a importancia da
espectrofotometria para acompanhamento do rendimenfo do processo e da qualidade da
preparag&o obtida (como foi executado em diversas aulas) em comparagdo a cromatografia,

que é utilizada com mais fregiiéncia como uma etapa integrante do processo.

As duas primeiras frases revelam extrema preocupacdo com a qualidade do
ensino ministrado. O professor estabelece diferencas entre o emprego das praticas
nos dois modelos. O docente explicou de maneira pormenorizada como uma
disciplina simuladora pode beneficiar tanto o contetdo quanto a forma. Isso foi
entendido pela capacidade da simulagdo de mostrar a aplicabilidade de cada

pratica. Em praticas isoladas isso ndo seria possivel, pois n&o ha contextualizagio.
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4.14. QUAIS AS PRINCIPAIS DESVANTAGENS DESSA FORMA DE MINISTRAR A
DISCIPLINA?

(Questao 7 — Questionario 4)

Todos os professores responderam a questdo. Cabe ressaltar que ha inserida na

maioria das respostas uma enorme preocupagéo na qualidade do ensino ministrado.

1. A inexperiéncia e o despreparo discente foram apontados por 60% dos

docentes como uma desvantagem na disciplina.

Os alunos que ndo acompanharam adequadamente o curso desde seu inicio tiveram muita
dificuldade em se recuperar durante o decomrer das aufas, pois as informagbes eram
cumulativas (...) (3).

Quase sempre aparecem problemas e, se o professor néo for réapido e tiver bom treino, ele n&o
consegue resolver os problemas e 0s alunos ficam frustados. Eles estéo acostumados a que
tudo dé certo e se sentem incompetentes quando algo da errado. Eles tem uma auto estima
muito grande quanto a sua capacidade técnica e quando as coisas ddo errado eles entram em
desespero porque atribuem 08 problemas que aparecem a sua “incompeténcia” 0 que nem
sempre € o caso (1).

- Lidar com o despreparo dos estudantes frenfe a: 1) experimentos mal sucedidos e dados
negativos, 2) necessidade de adequagdo e repeticdo de experimentos diante de resultados
negativos. N&o € sempre facil fazé-los entender que 0 sucesso ou insucesso dos experimentos
realizados depende das suas naturezas e complexidades, bem como da inexperiéncia, falta de
determinadas habilidades, falta de atengéo durante a leitura dos protocolos e/ou aulas de

discussdo e certo comodismo frenfe a busca de conhecimento por parte dos experimentadores

(5).

2. Dois docentes fizeram criticas a respeito da necessidade de trabalho adicional,

um fato ja apontado pelos monitores (se¢iao 4.9.4, p. 92).
A quantidade adicional de frabalho docente na montagem e acompanhamento do curso. Para a
grande maioria de docentes do Depto. de Bioquimica do IQUSP este é um pecado mortal neste
tipo de disciplina (2).
(...) A execugdo do curso € mais complexa e requer um nivel de dedicagdo mais elevado de

monitores e professores e relag8o a cursos estruturados de outra maneira(...) (3).

3. O professor 4, da mesma forma que apontou como uma vantagem (secao 4.13,

item 1, p. 100), apontou a discussao em grupos como uma desvantagem.
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Necessidade de repeticdo da mesma discussdo em diversos grupos.

5. O docente 5 também apontou a falta de infra-estrutura do laboratério didatico.

(...) confornar oS problemas de infra-estrutura do laboratério didéatico onde ¢ projeto se
desenvolvera experimentalmente (na disciplina ministrada em 2003 muitos experimentos sé
foram possiveis gracas ao empenho dos professores e monitores e a doagdes de reagentes e

empréstimos de equipamentos feitos por nés professores).
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PARTE IV
RESPOSTAS DOS QUESTIONARIOS DOS ESTUDANTES

SOBRE AS AULAS DE PLANEJAMENTO, TRATAMENTO DE
DADOS E ANALISE DOS RESULTADOS
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4.15. AS AULAS DE PLANEJAMENTO ATINGIRAM SEUS OBJETIVOS?

(Questao 5B — Questionario 2)

Todos os estudantes responderam a questdo. Mais da metade respondeu
afirmativamente (Categoria 1). Apenas um quinto respondeu negativamente

(Categoria Il). As outras respostas correspondem a terceira categoria, que englobou
respostas parciais (Figura 18).

Figura 18 — Distribuicdo das respostas da Questédo 5B do
Questionario 2 (75 estudantes)
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4.15.1. CATEGORIA | - SIM

Dos 38 estudantes que afirmaram terem as aulas de Planejamento atingido seus
objetivos, seis fizeram comentarios, todos pertinentes. Eles abordaram temas tais
como tempo e importancia das aulas e grupos de discussio.

Apesar da aparéncia de criticas de algumas respostas, estas foram entendidas
como sugestdes de possiveis melhorias, ja que foram categoéricas em afirmar que as
aulas de Planejamento atingiram seus objetivos.

Alguns comentarios relatados ndo foram diretamente ligados a um assunto
comum

(...) para mim eram muito importantes e atingiam o objetivo (52).

1. Dois estudantes relataram problemas relativos ao tempo das aulas de
Planejamento.

Atingiram, porém houve aulas de planejamento muifo longas (principalimente as primeiras) que
ficaram cansativas (10).



106

Sim, na maioria. Algumas aufas de planejamento foram cortadas devido a falta de tempo, mas

elas eram extremamente importantes (49).

O primeiro estudante destacou que havia muito tempo para as aulas.
Paradoxalmente o segundo declarou o contrério. Isso pode ser devido a alguns
fatores, incluindo o preparo inicial dos estudantes. Decorrente desse fato, pode ter
havido discrepancias no acompanhamento dos estudantes, o que seria natural, ja
que cada um vinha com sua propria bagagem de conhecimentos e experiéncias.

Também houve o fato de, apesar de a disciplina ter sido exaustivamente
planejada, modificagbes em seu cronograma tiveram que ser realizadas devido &
propria natureza do projeto. Algumas aulas tiveram que ser encurtadas, outras

prolongadas, em decorréncia do andamento real da disciplina.

2. Duas respostas séo significativas por comentar a experiéncia discente, aspecto
ja ressaltado anteriormente por professores e monitores (secédo 4.9.3, p. 91). Uma
disciplina simuladora necessita do entendimento, cumplicidade e cooperagdo dos
estudantes. Quando um estudante ndo participa da construgdo desse processo
efetivamente, pode prejudicar os demais membros de sua equipe, pois estara

interferindo na aprendizagem de seus pares.

Quando discutido detalhadamente com o grupo sim, porém nem sempre Seu grupo estd
disposto a responder concisamente (23).
Em relagdo a idéia sim, mas eu acho que uma aula expositiva sobre o que fariamos seria

melhor do que responder diversas perguntas diretamente (37).

Tentou-se minimizar esse fator complicador de diversas maneiras, tais como um
acompanhamento mais personalizado e conversas pessoais com os estudantes
para descobrir e entender os motivos do desinteresse. Alguns estudantes
simplesmente nao tiveram interesse em acompanhar a disciplina da maneira
sugerida. A acgdo dos grupos e subgrupos no desenvolvimento das aulas, nesse
caso, foi de extrema importancia. Alguns estudantes menos interessados foram
paulatinamente “contaminados” pelo interesse e empenho dos colegas mais
aplicados.

Portanto, apesar das diversas queixas sobre o fato dos grupos e subgrupos terem
sido compostos de maneira arbitraria pelos docentes, houve um aspecto nado
ressaltado pelas avaliagbes, de extrema importancia. Os estudantes tiveram que

lidar com o estranho, trabalhando com e adaptando-se a outros estudantes que néo
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faziam parte de seus circulos de amizade. Ainda que ndo fosse o objetivo principal
da disciplina a maioria dos estudantes lidaram com essa situagdo que, certamente,
repetir-se-a em suas carreiras profissionais.

Quanto a resposta do estudante 37, nota-se a inexperiéncia discente sobre a
metodologia de trabalho, aliado ao fato da falta de costume em trabalhar

colaborativamente.

~ BIBLIOTEC
4.15.2. CATEGORIA Il - NAO NSTITUTO D Quiwc‘:

Universidade ge S3o Pauto

Menos de 20% dos estudantes responderam negativamente a questao. Dos 14,
seis fizeram comentarios enfocados no tempo das aulas, na atuagéo dos grupos e

comentarios sobre os orientadores.

1. Dois estudantes apontaram a falta de tempo disponivel para realizar as aulas.

Né&o, porque tinhamos tempo para terminar e faziamos tudo correndo (1).
N3o. Era muita corrido e professor/monitores partiam do principio que ja sabiamos tudo da

matéria tedrica, o que ndo era verdade (74).

Conforme apontado anteriormente (sec&o 3.3.3.1, p. 36-7), tentou-se equilibrar as
aulas praticas com os periodos de discussdo de maneira a ndo sobrecarregar nem
um nem outro. Porém infelizmente para alguns estudantes o problema da falta de
tempo foi um fato. No inicio da disciplina muitos estudantes queixavam-se da falta
de tempo, mas com a experiéncia adquirida a maioria deles obteve éxito em

conseguir terminar seus experimentos dentro do horario estipulado.

2. Outros dois estudantes citaram o grupo como um fator para o insucesso das

aulas.

Nao, mas foi por causa do grupo (36).

Atingiriam se o grupo fosse unidc ou pelo menos empenhado (60).

Infelizmente, como em qualquer disciplina obrigatéria, houve que se lidar com
estudantes que ndo estavam interessados na disciplina. Ndo se cogitou empregar
um método coercivo para obrigar tais estudantes a participar das aulas, pois ele ia
de encontro com os preceitos dos desenvolvedores sobre como se portar em tais

situacdes. Esses estudantes geravam momentos de tens&o, na medida em que néo
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cooperaram com seus grupos e subgrupos. De diversas maneiras tentou-se
minimizar a acéo entropica, através de conversas pessoais. Na maioria das vezes
os resultados eram satisfatérios.

Porém, a aprendizagem de trabalhar com pessoas estranhas, adaptando-se aos
seus estilos de trabalho para o sucesso de uma empreitada, supera o problema

inicial das pessoas, além de torna-las profissionalmente mais maduras.

3. Alguns estudantes mencionaram a participacéo dos orientadores.

N&o, deveriamos ter mais aulas de planejamento com professor disposto a ensinar (63).
N&o. Era muita corrido e professor/monitores partiam do principio que jé sabiamos tudo da

matéria tedrica, 0 que ndo era verdade (74).

De acordo com as observagbes em sala, todos os orientadores estavam
dispostos a ensinar. Porém as atitudes perante os estudantes foram outras. A falta
de habito dos estudantes de serem questionados sobre a validade de seus
argumentos durante as discussbées, em vez de simplesmente obter respostas
prontas, pode ser considerada uma explicagdo plausivel para as respostas
apresentadas.

Outra possibilidade para tais afirmacdes é a inseguranca de alguns professores e

monitores frente a um modelo aplicado pela primeira vez.

4. Numa outra resposta, o estudante 67 comentou sobre como as aulas foram

discutidas.

Né&o, poucos méfodos (talvez s6 os dos softwares) foram discutidos mais a fundo.

4.15.3. CATEGORIA Il - PARCIALMENTE

Foram 23 as respostas alocadas nessa categoria. Fez-se uma subcategorizacao,
pelo fato de apresentarem matizes. 13 respostas apresentaram um matiz claramente
afirmativo, enquanto sete apresentaram um matiz negativo. Somente uma resposta

foi considerada neutra.

1. Respostas afirmativas.

Na maioria das vezes sim (16).
Nem sempre (21) (24).
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Um pouco. Pela nota acho que néo (41).

No comego e no fim do curso. No meio do curso elas ficaram um pouco defasadas (42).
Apenas nas primeiras aulas (56).

Na maioria das vezes (58).

Algumas vezes. Outras ainda ficaram no ar (66).

Em geral sim, mas sem aprofundamento (73).

2. Resposta neutra.

Relativamente, ficando a desejar nos aspecto “macetes” (75).

3. Respostas negativas.
Pouco (17) (47).

Porém, mais importante que a classificagcdo por matizes, algumas respostas

puderam ser classificadas pelos comentarios e/ou justificativas apresentadas.

4. Da mesma forma que em categorias anteriores, as respostas alocadas nesta

também ressaltaram a questdo do tempo.
Algumas vezes no, porque ndo sobrava tempo para discutir 0 que haviamos feito e ter uma
explicagdo rapida sobre tudo, mas na maioria das vezes sim (3) (afirmativa).
Algumas n8o, pois o fempo disponivel era pouco, de tal maneira que chegamos a ir para o
laboratério sem terminar o planejamento, o que prejudicou em partes a experiéncia
(demoramos mais e fizemos errado...) (9) (afirmativa).
Poucas vezes, na maioria das vezes ndo havia tempo suficiente para discusséo adequada (22)
(negativa).
Muitas vezes néo tinhamos tempo para discutir 0s plangjamentos, nem discutir 0s topicos

principais (40) (negativa).

5. O grupo € novamente apontado como um forte fator para a participacéao

adequada dos estudantes.

Muito pouco. S6 aprendi quando eu procurava a professora e as monitoras, porque meu grupo

ndo se entrosou e, por causa disso, ndo havia discussgo (64) (negativa).

6. Alguns estudantes discorreram sobre a forma como as aulas foram ministradas.

Parcialmente, muitas vezes. Como néo tinhamos aula com teoria, podiamos discutir o assunto

erroneamente (34) (afirmativa).
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Quando discutido, sim (50) (afirmativa).
Algumas ndo, porque algumas duvidas ndo ficavam muito bem esclarecidas (53) (afirmativa).
N&Go muito. Algumas sim mas outras (a maioria, ndo). As perguntas eram muito repetitivas (14)

(negativa).

7. Algumas respostas apontaram para a participacao dos orientadores.
Poderia ser mais dindmico, com um auxilio maior dos professores e monitores, para ndo ser
perdido tempo (29) (afirmativa).
Somente aquelas que tiveram as questdes discutidas pelos professores (muitas delas n&o

foram) (70) (negativa).

4.15.4. OBSERVACOES FINAIS

Reagrupou-se as respostas dos estudantes simplesmente em respostas
afirmativas e negativas. O grupo de respostas afirmativas englobou as 38 respostas
da Categoria | e as 14 respostas afirmativas da Categoria Ill. O grupo das respostas
negativas englobou um total de 21 respostas, 14 da Categoria |l e 7 respostas
negativas da Categoria lil.

Assim, cerca de 70% dos estudantes concordaram total ou parcialmente que as
aulas de Planejamento atingiram seus objetivos (parcialmente aqui € utilizado no
sentido que somente algumas aulas, do seu total, ndo cumpriram satisfatoriamente
seus objetivos).

Ja os outros 30% afirmaram que as aulas ndo cumpriram seu papel total ou
parcialmente.

Nao ha mudancas significativas na distribuicdo das respostas quando se inclui

nessa classificagéo as respostas neutras da Categoria Ill (uma unica resposta).

4.15.5. RESPOSTAS MULTICATEGORICAS

A distribuicdo das respostas dos estudantes consideradas multicategéricas
(secéo 4.2.6, p. 634) revelou um aumento de em torno de 20% das respostas da
Categoria | em relacdo ao total de estudantes, enquanto ha uma diminuicdo

significativa das Categorias |l e lll. Ela reforca as respostas dadas pelo conjunto de
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estudantes de que as aulas de Planejamento atingiram seus objetivos, apesar das

diversas consideragdes e sugestdes dadas (Figura 19).

Figura 19 — Distribuicdo das respostas da Questdo 5B do
Questionario 2 (26 estudantes)
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4.16. AS AULAS DE TD+AR ATINGIRAM SEUS OBJETIVOS?

(Questao 6C — Questionario 2)

Todos os estudantes responderam a esta questdo, porém a resposta do
estudante 43 (ndo sei) n&o foi considerada pertinente. Dos 74 estudantes, metade
respondeu Sim (Categoria |) e cerca de um quinto respondeu Nao (Categoria Il).

Foram agrupadas na Categoria lll as respostas parciais (Tabela 20).

Figura 20 — Distribuicio das respostas da Questio 6C do
Questionario 2 (74 estudantes)
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4.16.1. CATEGORIA | - SIM

Dos 37 estudantes que concordaram que as aulas de TD+AR atingiram seus

objetivos, seis fizeram comentarios.

1. Dois estudantes fizeram elogios as aulas. A resposta do estudante 3 é

significativa pois relata o procedimento mais utilizado em aula.

Sim, porque discutiamos os resulfados entre nés e depois com os monitores (3).

Sim, contribuindo para maior aprendizado (29).

2. Outros estudantes fizeram comentarios e sugestoes diversos.

Sim, mas nem sempre era possivel concluir o que deu errado (7).

Sim, apesar de que as conclusdes finais ndo foram feitas em classe (30).

3. A questdo do tempo foi apontada por um estudante, que também sugeriu uma

modificac&o na aula.
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Sim. Mas faltou tempo. Sugiro que diminua o numero de préticas para ter mais tempo

suficiente para entendermos methor cada uma delas (74).

A sugestado é aceitdvel e pertinente mas, como foi esclarecido em Métodos
(secdo 3.3.3.1, p. 36-7), tentou-se conciliar, na medida do possivel, os contetidos
com as formas.

O estudante 49 apontou, além da questdo do tempo, a falta de instrugdo aos

estudantes nas aulas.

Sim, quando o tempo era suficiente. As vezes ndo se tinha discussdo suficiente pela falfa de

ternpo ou pela falta de instrugdo dos aiunos na realizagéo do tratamento (49).

4.16.2. CATEGORIA Il - NAO

Pouco mais de um quinto dos estudantes (16) discordou da questdo. Seis

estudantes comentaram suas respostas.

1. Trés comentarios citaram os grupos como razao do insucesso das aulas.
Na&o. Uma pessoa j& chegava com tudo pronto (4).
Né&o, por causa do grupo (36).

Né&o, como os grupos néo tinham afinidade, nédo se discutia nada (587).

2. Outras respostas estavam relacionadas a forma como os estudantes trataram

e analisaram a grande quantidade de dados obtidos.

N&o! Para mim o TD e AR era ir para a sala pré-aluno fazer graficos. Além de fazer varios
calculos para inventar dados (14).
Né&o. Era sempre confuso aquele monfe de dados que ndo sabiamos onde usar (69).

N&§o. Ndo sabiamos o que estavamos procurando (28).

A interconex@o das respostas é clara. A falta de familiaridade com os calculos
para o tratamento de dados fez com que uma grande parte do tempo das aulas
fosse utilizado para esse fim, no inicio da disciplina. Conforme esperado, houve
uma sensivel melhora.

Apds inumeras solicitagbes, foi acertado entre os participantes que os calculos e
gréficos poderiam ser realizados na sala de informatica (comumente conhecida

como Sala Pr6-Aluno). Porem foi verificado que nem todos os estudantes tiveram
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uma nogao clara do tempo que deveriam utilizar para fazer tais calculos. Muitos
somente voltavam ao laboratério quando a aula estava terminando.

Para solucionar esse problema, alguns grupos comegaram a trazer seus calculos
prontos. Esta solucdo tomada pelos estudantes ndo foi questionada pelos
orientadores, por ser constatado que néo traria prejuizo. Em caso de dlvidas, estas
seriam discutidas em aula.

A resposta 14, mais contudente, revelou como a inexperiéncia aliada ao
despreparo discente podem distorcer uma nova abordagem curricular. O estudante
nao entendeu que analisar os dados era verificar suas pertinéncias em relacéo a
situacdo explorada na pratica, e que analisar os resultados ndo foi inventar dados,

mas simplesmente analisar sua validade, veracidade e confiabilidade.

4.16.3. CATEGORIA Il - PARCIALMENTE

Por ser uma categoria com respostas parciais, boa parte das 21 frases
apresentaram comentarios pertinentes. Como anteriormente (se¢do 4.15.3, p. 108-
10), as respostas foram classificadas em afirmativas, negativas e neutras, esta
ultima quando n&o se distinguia nenhum matiz. Para aquelas cujos comentarios e
justificativas revelaram-se relevantes, foi feita uma segunda classificacdo. Houve

seis respostas afirmativas, seis negativas e nove neutras.

1. Respostas afirmativas.

Nem sempre (21).
Na medida do possivel (46).
Na maioria das vezes (58) (71).

Nem sempre (59).

2. Respostas neutras.

Né&o houve uma grande participacdo (1).
Mais ou menos (41) (63).

3. Respostas negativas.

No comecgo do curso foi melhor. No meio e no final do curso piorou, com algumas excegdes
(42).
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Pouco (47).

4. Comentarios sobre os grupos foram ressaltados pelos estudantes.

Os grupos ndo costumavam vir com 08 dados fratados e isso prejudicava e atrasava o TDAR
(27) (neutra).

Mais ou menos, pois eram muito longas e como cada grupo fazia individualmente, no final da
aula havia grupos que néo tinham acabado o TD, logo ndo havia AR (51) (neutra).

S6 quando a professora explicava para a sala. Meu grupo ndo discutia, cada um fazia suas
anotagdes e no maximo falava com quem estava do lado. Essas aulas acabaram se tornando
chatas e aborrecidas (64) (neutra).

Quando o grupo ndo queria acabar ludo muito rapido a aula atingia o objetivo (72) (neutra).
Raramente, pois alguns grupos néo faziam o TD (24) (negativa).

Bom, quando ¢ meu grupo acorda animado, em 10% das vezes da certo, mas a maioria ndo

apresenta os dados e nédo colabora em nada (60) (negativa).

5. Qutros comentarios ressaltados foram relativos ao tempo das aulas.

Havia pouquissimo fempo para TD+AR e freqlienfemente restavam davidas (25) (neutra).

Mais ou menos, pois eram muito fongas e como cada grupo fazia individualmente, no final da
aula havia grupos que néo tinham acabado o TD, logo ndo havia AR (51) (neutra).

Muitas vezes ndo. N&o se feve tempo para discuss8o dos dados e ndo se teve orientaggo para
construg8o de graficos nem para utilizagdo dos calculos. Isso significou perda de fempo (40)

(negativa).

6. O papel dos orientadores também foi comentado.

No inicio ndo, porque quase néo havia auxilio. Porém no fim do curso (do meio para o fim) os
resulfados foram bem discutidos (22) (afirmativa).

Mais ou menos, algumas informacgdes faltavam as vezes (45) (neutra).

S6 guando a professora explicava para a sala. Meu grupo ndo discutia, cada um fazia suas
anotagbes e no maximo falava com quem estava do lado. Essas aulas acabaram se tornando
chatas e aborrecidas (64) (neutra).

Muitas vezes ndo. Nao se teve tempo para discussdo dos dados e ndo se teve orientagao para
construgdo de graficos nem para utilizacdo dos calculos. Isso significou perda de tempo (40)
(negativa).

As vezes, pois sé funcionava quando os alunos chegavam a uma conclusdo sozinhos (87)

{negativa).
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4.16.4. OBSERVAGOES FINAIS

De maneira semelhante a secdo 4.15.4 (p. 110), p6de-se considerar que houve
43 respostas efetivamente afirmativas (37 da Categoria | + 6 da Categoria lll) e 22
respostas claramente negativas (16 da Categoria Il + 6 da Categoria |ll). Nove
respostas da Categoria lll ndo foram classificadas por ndo haver distingdo de
matizes. O que se pode observar € uma tendéncia de considerar que as aulas de

TDAR atingiram, pelo menos parcialmente, seus objetivos (Tabela 14).

Tabela 14 — Distribuicdo de respostas afirmativas e negativas

distribuicdo excluindo distribui¢do incluindo
respostas sem matizes (%) respostas sem matizes (%)
Respostas afirmativas 66 58
Respostas negativas 34 30
Respostas sem matizes - 12

4.16.5. RESPOSTAS MULTICATEGORICAS

Realizada a distribuicdo das respostas multicategoricas em relagéo a distribuicdo
total de estudantes, a Categoria | caiu cerca de 15%, a Categoria Il teve um ligeiro
recuo, de 22% para 19%, enquanto a Categoria lll cresceu 18%. Isso demonstrou
haver uma insatisfacdo pelas aulas de TDAR, apesar de cerca de 80% (Categoria |
+ Categoria lll) considerar as aulas satisfatorias (Figura 21).

Os comentarios discentes apontaram imperfeicdes no cronograma adotado, que
impbe constricdes proprias de uma disciplina, diferindo assim de um projeto de
pesquisa. Os comentarios autorizam a conclusdo que os estudantes nao

consideraram as aulas e, portanto, o método, intrinsecamente ruim.
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Figura 21 — Distribuicdo das respostas da Questao 6C do
Questionario 2 (26 estudantes)
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PARTE V
RESPOSTAS DOS QUESTIONARIOS DOS MONITORES
SOBRE AS AULAS DE PLANEJAMENTO, TRATAMENTO DE

DADOS E ANALISE DOS RESULTADOS
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417. AS AULAS DE PLANEJAMENTO ATINGIRAM OS OBJETIVOS
PROPOSTOS?

(Questao 8 — Questionario 3)

Sete monitores - cerca de 80% - responderam Sim (Categoria ). Dois
responderam N&o (Categoria IlI). Nao houve nenhuma resposta ambigua, dual ou

parcial (Figura 22).

Figura 22 — Distribuicao das respostas da
Questio 8 do Questionario 3 (9 monitores)
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4.17.1. CATEGORIA | — SIM

Somente o monitor 2 comentou sua resposta; os demais limitaram-se a responder
a questao:
Acredito que sim (1).
Sim, de modo geral (4).
As aulas de planejamento atingiram os objetivos propostos na maioria das vezes (5).
Sim (7)
Acredito que sim (8).
Creio que sim (9).
A resposta comenta um comportamento discente.
Sim, porém, creio que elas poderiam ter sido melhores caso 0s alunos tivessem lido de
antemé&o os planejamentos (2).
Alguns problemas decorrentes da falta de leitura foram observados. Esse erro
pdde ser sanado através da observagao dos orientadores e discusséo entre estes e

os estudantes sobre tais comportamentos. Porém, de alguns estudantes — aqueles
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pouco interessados na disciplina — n&o foi possivel obter uma cooperagao
satisfatoria.

Naturalmente, esta estratégia, como todas as outras, nao pode ser vista como
uma panacéia. Ha pontos positivos e negativos que devem ser avaliados, e, ao final,
sua adequacéo e efeitos devem ser medidos pelo porcentual dos participantes que

se revelaram satisfeitos com sua adocio.
4.17.2. CATEGORIA Il - NAO

Somente dois monitores responderam negativamente a questdo. O monitor 6
absteve-se de comentarios, respondeu somente ndo. Porém o comentario do

monitor 3, de grande valia, complementou a idéia exposta na Categoria |.
Né&o. Apenas para alguns alunos foram atingidos o0s objetivos, porque nem todos terminavam o
planejamento por inteiro antes da realizag&o da aufa pratica, e durante o faboratorio muitos ndo

Sabiam o que estavam fazendo ou o que era para ser feito (3).

Nota-se que esta resposta evidencia provaveis conseqUéncias das acoes

expressas na Categoria ll.
4.17.3. OBSERVAGOES FINAIS

De acordo com as observagbes feitas em aulas, € certo afirmar que muitos
estudantes ndo sabiam o que estavam fazendo ou o que era para ser feito pois nédo
se prepararam nas aulas de Planejamento. A leitura, apontada pelo monitor 2, e as
discussbes posteriores, fariam com que os estudantes se preparassem
adequadamente para as aulas de manipulacdo, o que nem sempre foi o caso de

todos.
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4.18. AS AULAS DE TD+AR (TRATAMENTO DE DADOS + ANALISE DOS
RESULTADOS) ATINGIRAM OS OBJETIVOS PROPOSTOS?

(Questao 9 — Questionario 3)

Todos responderam a questdo. Oito monitores responderam afirmativamente
(Categoria 1). Somente um monitor respondeu negativamente (Categoria Il). Nao

houve respostas ambiguas (Figura 23).

Figura 23 — Distribuicdo das respostas da Questio 9 do
Questionario 3 (9 monitores)
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4.18.1. CATEGORIA | - SIM

1. Somente um monitor comentou sua resposta. Apontou a consecugéo de um dos

principais objetivos das aulas de TDAR.

Sim e acredito ainda que essas aulas serviram ainda para sanar algumas duvidas que acabam

aparecendo no decorrer das préticas (2).

Duvidas remanescentes ap6s as aulas de Planejamento e Manipulagéo eram
tratadas e resolvidas no TDAR. Esta aula constituia o fechamento de cada nucleo

basico da simulacgao.

2. Demais respostas:
Sim (6) (7) (9).
Sim, de modo geral (4).
Acredito que sim (1) (8).

Acho que atingiram também os objetivos propostos (5).
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4.18.2. CATEGORIA Il - NAO

Somente um monitor respondeu negativamente A questdo. Seu comentario

também & pertinente e interessante.

(...) ndo atingiram, porque somente em poucas aulas de TD+AR foram discutidos os assuntos
referentes as aulas anteriores. Na maioria dessas aulas os alunos apenas trataram os dados,
mas nédo fizeram uma anélise dos resultados, eles ficavam esperando com que o professor
fizesse a analise, foram poucas as vezes que realmente surgit uma discussdo dos resultados

em sala de aufa com grande participagdo dos alunos (3).

Nota-se novamente uma caracteristica classica discente, indicativa do tipo de
escolaridade recebida. Foi apontado que os estudantes ficavam esperando com que
o professor fizesse a analise. A simulagéo do projeto ndo previa que isto ocorresse.
O interesse era que os estudantes iniciassem um processo de discussao, 0 que no
inicio da disciplina foi alcangado com éxito muito aquém do desejado. Com a
continuidade do procedimento, um numero cada vez maior de estudantes adotou

uma participacao ativa.

s G A
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PARTE VI
RESPOSTAS DOS QUESTIONARIOS DOS PROFESSORES
SOBRE AS AULAS DE PLANEJAMENTO, TRATAMENTO DE

DADOS E ANALISE DOS RESULTADOS
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419. AS AULAS DE PLANEJAMENTO ATINGIRAM OS OBJETIVOS
PROPOSTOS?

(Questao 8 — Questionario 4)

As respostas dos docentes nao seguiram um padrdo que permitisse a
classificacdo em categorias comprobatorias ou reprobatérias. Tiveram um nivel de
elaboracgao e abrangéncia maior que as respostas de estudantes e monitores. Estas
respostas merecem ser comentadas pormenorizadamente, e, guando possivel,
agrupadas.

Basicamente os docentes reconheceram virtudes e falhas na estrutura das aulas
de Planejamento e assinalaram algumas de suas caracteristicas. Para as falhas

apontaram possiveis sugestoes.

1. As aulas de Planejamento tiveram, em sua primeira aplicagdo, em 2002, um
carater de discussdo totalmente guiada pelos orientadores, porém receberam
muitas criticas dos estudantes. Eles consideraram-nas pouco claras, ndo havia
nenhuma base ou texto orientador para direcionar as discussdes entre estudantes,
somente perguntas langadas pelos orientadores. Na opinido dos estudantes, esse
modelo fez deles “reféns” dos orientadores, pois n&o havia numero suficiente destes
para permitir discussdes mais rapidas e qualitativamente mais elaboradas.

As aulas, portanto, ndo ganharam ritmo e qualidade. O tempo entre as “visitas”
aos grupos de estudantes era muito longo e proporcionou aos estudantes muitos
momentos de 6cio. Na visdo de todos os patrticipantes, isso claramente dificultou o
andamento das aulas.

Essas dificuldades foram o ponto de partida para as maiores mudangas na
metodologia da disciplina de 2002 para 2003. Foi construido um novo modelo de
aulas de Planejamento e TDAR (secdes 3.3.3.1 € 3.3.3.3, p. 36-9 e 41-3).

As questdes diretivas foram parte integrante da apostila da disciplina. Elas viriam
imediatamente antes de cada préatica (ou de um conjunto relacionado delas),
perfazendo a sequiéncia da disciplina e, portanto, da simulagéo.

Portanto, nada mais justo que a preocupacéo dos docentes quanto a apostila, o
esqueleto de toda a estrutura da disciplina. Os docentes fizeram comentarios a

respeito da apostila, e conseqlientemente, das aulas de Planejamento.
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(...) Foi dificil motivar os alunos nestas atividades, pois a leitura prévia com atencéo de longos
procedimentos préticos pode ser bastante macgante (...) Entendo que a apostila ainda requer
aprimoramento como instrumenio para direcionar esta atividade. Em termos gerais, a apostila ¢
satisfatoria na maioria das situagbes de aula, o que é louvavel devido ao grande numero de
atividades realizadas durante o curso. No enfanto, sugiro que a apostila traga mais informagbes
complementares para o planejamento. Em muitas aulas, as informagbes requeridas néo
estavam disponiveis nos livros-texto mais comuns de Bioquimica, sendo encontradas apenas
em livros mais especificos de Bioquimica Experimental ou até mesmo de Microbiologia, que
usualmente ndo estavam disponiveis (...) (3).

{...) Neste ano houve um problema na corre¢do da prova porque as diferentes turmas tiveram
informagbes confusas na preparagdo teérica da aula eletroforese, na bioquimica tedrica e na
bioquimica prética. Temos que fer mais cuidado na preparacdo tetrica dos experimentos [da
apostila] e checar todas as respostas dos exercicios [da apostila] anfes de ir para a aula
prética, ¢ que ndo foi feito em todos 0s experimentos (...) (1).

(..) A apostila apresenta questées que facilitam o enfendimento de cada “componente”
{material, procedimento, etc...) do experimento, entrefanto faltam questées que levem o aluno
a de fato utilizar dados obfidos em experimentos anteriores para planejar o experimento

seguinte, o que realmente caracterizaria a simulaggo de um projeto (4).

Nota-se a preocupacdo docente quanto a qualidade da apostiia, sempre
sugerindo provaveis ajustes.
Um resumo das qualidades e defeitos da apostila pode ser obtido por excertos

das declaragbes docentes:
(..) em termos gerais, a apostila ¢ salisfatéria na maioria das situacdes de aula, o que é
fouvavel devido ao grande numero de afividades realizadas durante o curso (3).[Ela] apresenta
questdes que facilitam o entendimento de cada “componente” (material, procedimento, etc...)
do experimento (4), [porém houve algumas falhas como, por exemplo, a] (...) corregéo da
prova porque as diferenfes turmas tiveram informacdes confusas na preparagéo tedrica da aula
eletroforese, na bioqufmica tedrica e na bioquimica prética (1). [Como possiveis sugestoes ]{...)
temos que ter mais cuidado na preparagdo tetérica dos experimentos e checar todas as
respostas dos exercicios antes de ir para a aula prética (1). [Outra sugestao esta implicita no
comentdrio do docente 4:] faltam questdes gue levem o aluno a de fato ufilizar dados obtidos

em experimentos anferiores para planejar o experimento seguinte.

Entende-se que as declaragbes docentes indicaram a preocupacido com a
qualidade dos contetudos apresentados. Porém, apesar das deficiéncias apontadas,
o objetivo central das aulas foi alcangado por promover a discusséo através de

questdes geradoras. Assim as perguntas diretivas tinham a intencdo de fazer
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emergir certos conhecimentos para facilitar e aumentar a qualidade das discussbes

entre estudantes e orientadores.

2. Outros docentes ressaltaram aspectos relativos a qualidade, comportamento e
empenho discente nas aulas.

As aulas de planejamenfo melhoraram nesta segunda edigdo do curso. Entretanto, ainda ha
falhas, derivadas principalmente da morosidade com que os grupos de trabalho executam o
planejamento. E evidentemente uma falta de prética. A'situagéo melhora até o segundo tergo
do curso, mas depois volta a se deteriorar em fungdo de um cerfo cansago dos alunos com o
curso e com a sobrecarga de aulas a que estdo sujeifos na FCF [Faculdade de Ciéncia
Farmacéuticas] (2).

(...) Foi dificil motivar 0s alunos nestas atividades, pois a leitura prévia com atengéo de longos
procedimentos praticos pode ser bastante macgante. Isto possivelmente foi agravado pelo fato
de tratar-se de um curso noturno, onde a motivagdo dos alunos pode ser menor pelo cansago
(...) Mesmo quando as respostas as questdes requeriam 0 uso de senso comum apenas, oS
alunos naturalmente esperavam uma confirmagdo de suas respostas pelo professor ou
monitor, mas havia um nuamero elevado de perguntas por atividade e apenas duas pessoas
para discutir as respostas.

Especialmente no inicio do curso notei que nem todas as questbes do planejamento eram
discutidas com a ateng¢do desegjavel e mesmo assim alguns alunos deixavam a sala antes do
final do periodo por estarem cansados (...) (3).

Penso que as aulas de planejamento deveriam levar o aluno a entender de forma critica o
experimento que sera realizado. Este objetivo é apenas parciaimente atingido devido a
deficiéncias conceituais dos aiunos (...j(4).

(-..) muitas vezes pude perceber que isto s6 era valido [as aulas de Planejamento atingirem os
objetivos propostos] para uma parcela dos estudantes: aqueles que conseguiram captar a

filosofia da disciplina ou que genuinamente se interessavam pelos topicos nela abordados (5).

A inexperiéncia discente é o principal comentario dos docentes. Tentativas de
explicacdes foram dadas, tais como falta de pratica (3), cansaco (3). Para o curso
noturno sédo apontadas deficiéncias conceituais (4). O docente 5 também apontou
que somente os estudantes que conseguiram captar a filosofia da disciplina ou que
genuinamente se interessavam pelos topicos nela abordados puderam realizar as

aulas, atingindo os objetivos propostos.

3. O docente 3 apresentou uma tentativa de solucionar as deficiéncias da aula.

Infelizmente, durante as discussdes realizadas todas as semanas antes das aulas, o
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docente ndo compartilhou esse fato, talvez por temer estar saindo dos objetivos da
disciplina, como declarou. Fato pitoresco € essa tentativa de solugdo também ser
proposta em outras turmas, sem que houvesse comunicagdo entre os docentes e o

desenvolvedor deste projeto.

Na tentativa de solucionar estes problemas, passei a fazer uma pequena prelecdo antes do
planejamento, apesar de entender que isto ndo era coerente com a filosofia pedagdgica do
curso. Acho que estas prelegles facilitaram a resolugéo das questées do planejamento. Minha
sugestdo para uma futura edicdo do curso € que esfas informagdes introduférias adicionais

sejam fornecidas na apostila do curso ou na forma de material didatico compiementar.

Da mesma forma como o docente apontou, prelecdes foram realizadas em outras
turmas (seg¢édo 3.3.3, p. 36). Essa prelecdo — no entendimento da filosofia da
disciplina — foi totalmente coerente com a sua aplicagéo. Infelizmente ndo se dispde
de mais informacgbes sobre a prele¢ao realizada pelo docente, mas as aplicadas nas
outras turmas situavam o estudante no andamento do projeto, pois sumarizavam o
que tinha sido feito anteriormente e 0 que seria realizado no dia, oferecendo aos

estudantes uma trajetoria do projeto.

4. O docente 4 declarou que as aulas de Planejamento atingiram parcialmente seus

objetivos, apontando eventuais causas desse sucesso parcial.

Parcialmente. Penso que as aulas de planejamento deveriam levar o aluno a entender de
forma critica o experimento que sera realizado. Este objetivc é apenas parcialmente atingido
devido a deficiénecias conceituais dos alunos, dificuldade dos professores e monitores em
identificar estas deficiéncias, falta de tempo e material adequado para superar as deficiéncias

conceituais.

Conforme discutido antes, as aulas tiveram virtudes e deficiéncias. A
preocupacdo com os contelldos da apostila deriva, provavelmente, do fato de a
maior parte dos docentes também vem de uma escolaridade e vida académica
conteudista. Os docentes apontaram também outras causas para as aulas néo
atingirem o sucesso pretendido. Estas justificativas sdo endossadas pelas

observagdes realizadas durante o decorrer das disciplinas.
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4.20. AS AULAS DE TD+AR (TRATAMENTO DE DADOS + ANALISE DOS
RESULTADOS) ATINGIRAM OS OBJETIVOS PROPOSTOS?

(Questao 9 — Questionario 4)

Para as aulas de TDAR foi possivel classificar as respostas dos docentes. Trés
docentes responderam afirmativamente (Categoria |). A resposta do docente 2, pelo

seu conteudo, foi enquadrada na Categoria I. Somente um respondeu parcialmente
(Categoria lll). (Figura 24).

Figura 24 — Distribuicao das respostas da Questédo 9 do
Questionario 4 (cinco professores)

< 100
> 80
< 80 -
5 60
o
8 40 -
g 20 20
2 | o ]
2 o . :
SIM NAO PARCIAL

categorias

4.20.1 CATEGORIA | - SIM
1. O docente 1 ndo fez nenhum comentario, somente respondeu: acho que sim.

2. O docente 2 relacionou as aulas de TDAR com as de Planejamento,

apontando uma importante qualidade das aulas de TDAR.

As aulas de TD+AR sofrem dos mesmos problemas apontados na pergunta 8, mas a meu ver,

foram fundamentais para sedimentar o conhecirmento obtido no laboratorio.

3. O docente 5 respondeu de forma semelhante a questdo sobre as aulas de
Planejamento, ou seja, quanto a qualidade, comportamento e empenho discente
nas aulas.

Acredifo que sim. Por outro lado, muitas vezes pude perceber que isto s6 era valido para uma
parcela dos estudantes: aqueles que de fato Se envolveram com a realizagdo dos
experimentos.
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4. O docente 3 fez consideragdes apontando algumas intercorréncias a respeito

dos estudantes.

De forma geral sim. O dnico problema a relatar foi a divisdo dos procedimentos/resultados
entre grupos e subgrupos. Devido ao grande numero de membros dos grupos e a
heterogeneidade de dedicagdo dos subgrupos de um mesmo grupo aconteceram alguns
desentendimentos enfre os estudantes nestas atividades em pelo menos dois dos qualro
grupos. Alguns alunos reclamaram desfa forma de divisGo dos trabalhos. Esfas dificuldades
deveriam ser confornadas pela minha afuacdo juntamente com o monifor, mas isto nem
sempre ocorreu por faita de tempo, ou mesmo falta de inferesse dos alunos. Estes problemas
tiveram reflexo sobre os relatérios entregues, onde foi percebi deficiéncias quando havia

necessidade de integrar os resuftados de diferentes subgrupos.

4.20.2. CATEGORIA Il - PARCIALMENTE

Da mesma forma como respondeu a questdo anterior, o docente 4 apontou a
deficiéncia conceitual dos estudantes como um dos motivos de se atingir
parcialmente os objetivos da aulas de TDAR, sugerindo as causas dessas
deficiéncias.

Parcialmente. O fratamento e analfise dos resultados deveriam levar o alunc a uma
interpretagdo critica do experimento, formuiacdo de hipdteses, proposicdo de novos
experimentos, correlagdo com conceifos tedricos. Estes objetivos ndo sdo totaimente
alcangados devido as deficiéncias conceituais dos alunos. As causas dessas deficiéncias talvez

passem pela falta de tempo, material, experiéncia dos professores e monitores e motivagéo

dos alunos.
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E licito afirmar que, segundo indica o conjunto de respostas dos participantes, a
disciplina Bioquimica Experimental cumpriu seus objetivos principais, ou seja,
simular um projeto de pesquisa e, com isto, contribuir para o desenvolvimento das
habilidades pretendidas. Em decorréncia destes resultados, e apds essa
experiéncia, alunos, monitores e professores declararam preferir participar de
disciplinas simuladoras.

A alteragao de uma disciplina pratica classica para uma simulagado de um projeto
de pesquisa pressupfe uma mudancga nos papéis a serem desempenhados por
todos os participantes do processo, contrariando suas atuacgdes convencionais. Dito
de outra forma, o chamado contrato pedagdgico precisa ser lavrado em novos
termos, baseado em parcerias:

. entre professores e monitores, com grande autonomia dos ultimos sobre a agéo
nos grupos de discussdo. Os monitores foram efetivamente requeridos durante as
aplicagoes das disciplinas e, para isso, foi necessario o0 seu treinamento antes e no
decorrer da disciplina;

. entre orientadores e estudantes: a alteragdo de comportamento dos orientadores
(passando de transmissores para facilitadores) e dos estudantes (passando de
receptores a agentes responsaveis pelas suas aprendizagens) nao é trivial nem
imediata.

Adotar um modelo de disciplina que, de certa maneira, inverte papéis solidamente
estabelecidos inclui aceitar que os participantes nao tém experiéncia anterior e que
aprenderao durante o processo.

Trabalhou-se nessa disciplina, como em toda pesquisa. com fatos e situagdes
reais, e nao ideais.

Apesar de se contar com um corpo discente em principio motivado para a
aprendizagem de Bioquimica (devido a escolha do curso de graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas) o interesse dos estudantes € desigualmente distribuido. A adeséo a
nova forma de aprender foi, por isto, também heterogénea, uns poucos alunos
tardando mais a assumir uma atitude ativa e investigativa.

Nem todos os professores e monitores estavam plenamente seguros da
aplicabilidade da estratégia e da eficacia desta forma nao-tradicional de ensino
pratico. Mas ha que ressaltar a dedicacdo, boa-vontade, empenho e disponibilidade
da maioria deles para abandonar a seguranga proporcionada por uma forma de

ensino na qual haviam reunido uma experiéncia preciosa e dedicar a este projeto um
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tempo muito maior do que o que seria destinado ao desenvolvimento de uma
disciplina classica.

Ha que se considerar que esse projeto, como tantos outros, tem uma vasta
continuidade pela frente, caso haja interesse. E, portanto, um trabalho aberto, com
variantes que podem ser exploradas e alteradas. Parece, entretanto, ser uma
alternativa viavel e construtiva para aqueles que se dispuseram a enfrentar a
necessaria mudanga de postura que, segundo os especialistas da area, contribuira

para formar o cidadao critico que todos desejamos.

3iBLiof E. CA
ISTITUTO BE QUIMICA
Universidade de S&o Paula
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DIURNO
Més | Dia | Periodo | Contelido Pratica Avaliagcdes
Manh3 Planejamento Geral: PROJETO
6 Planejamento 1
Planejamento 1
Tarde Preparo do meio de cultura 1
12 Inoculagdo do meio de cultura P2
~ | Curva de crescimento e dosagens
13 s de glicose e etanol e
Curva de crescimento e dosagens
Ago Tarde de glicose e etanol P3, P4, PS
20 Manhd [TDAR 1
Tarde | Planejamento 2 P6
Fracionamento celular
Manha | Dosagem de proteina P7, P8 Relatério 1
27 Determinacio da atividade enzimatica
TDAR 2
Jorde Planejamento 3
~ | Caracterizacdo da enzima: K,,, e V,,,.,
10 Manha Caracterizacdo da enzima: determinacdo do K; F9.P1a
Preparo de Tampdes
Tarde Caracterizacido da enzima: pH e
Set Manhd |TDAR 3
17 Planejamento 4
s Software: Cromatografias
Manhd | Precipitacdo com (NH,4),SO,4 P13 Relatério 2
24
Tarde Prova 1
~ | TDAR 4
1 LManha Planejamento 5
Tarde | Cromatografia de trcca idnica P14
8 Manha | Cromatografia de troca i6nica P14
Tarde |TDAKRS
15 Semana da Farmacia
Out ~ | Planejamento 6
22 Hanna Eletroforese RS
Tarde | Eletroforese P15
Eletroforese
29 Manha |TDAR 6 P15
Planejamento 7
Tarde |Seqiienciamento de proteinas P16
Manhs Relatorio 3
5 Prova 2
Planejamento 8
aas Membranas e -
Manhd | Membranas P17
Nov | 12 Cadeia de Transporte de Elétrons
Tarde TDAR 7 P18
19 Manh3 | Planejamento 9 _ -
Tarde | Regulacdo de metabolismo P19
26 Manha | Regulacdo de metaboiismo P19
Tarde |TDAR 8
Manhs Relatorio 4
Dez | 3 anha Prova 3
Tarde | Tecnologia de panificacdao P20
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Més Dia | Contelido Pratica Avaliacdes
5 Planejamento Geral: PROJETO
Planejamento 1
8 Planejamento 1 p1
Preparo do meio de cultura
11/14 |Inoculagdo do meio de cultura P2
Curva de crescimento e dosagens
12 de glicose e etanol P, P4, P5
Curva de crescimento e dosagens
Ago 15 de glicose e etanol ¢ P3, P4, PS>
19 |TDAR 1
22 Planejamento 2 P6
Fracionamento celular
26 | Dosagem de proteina P7, P8
Determinacdo da atividade enzimatica
29 TDAR 2
Planejamento 3
Caracterizacao da enzima: K,,, € Vax .
° Caracterizagéo da enzima: determinacdo do K; P9, P10 Relatério 1
Preparo de Tampdes
12 Caracterizacao da enzima: pH P11, P12
Set 16 |TDAR 3
19 Software: Cromatografias
23 Planejamento 4 P13
26 Precipitacdo com (NH.),S0,4
30 l;?all\ll:: Relatério 2
3 Prova 1
7 Planejamento 5
10 Cromatografia de troca idnica P14
14/17 | Semana da Farmacia
Out 21 | Cromatografia de troca i6nica | Pi4
24 TDAR_5
Planejamento 6
28 Eletroforese Pi5
31 Prova 2
4 Planejamento 7
7 Seqiienciamento de proteinas P16
11 Planejamento 8 Relatério 3
Nov | 14 Membranas P17
18 Planejamento: Ponto de acdo de drogas na CTE
21 | Cadeia de Transporte de Elétrons P18
25 |TDAR 7?7
28 Prova 3
Dez 2 Tecnologia de panificacao P20 Relatorio 4

Peso de provas e critérios de aprovacao

;‘ AvaliacBes Pesos
Reiatorio 1 R1 1
Relatério 2 R2 2
Relatdrio 3 R3 3
Relatério 4 R4 4

Prova 1 P1 10
Prova 2 P2 20
Prova 3 P3 30

Média Final = (R1x1) + {R2x2) + (R3x3) + (R4x4) + (P1x10) + (P2x20) + (P3x30)

70
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Planejamento Geral - Projeto

CARACTERIZAGAO E PURIFICAGAO DE UMA MACROMOLECULA

A disciplina QBQ-0216 - Bioquimica Experimental tem como objetivo principal
simular uma pesquisa laboratorial. Para qualquer pesquisa ser feita, € necessario
que inicialmente haja uma pergunta, um problema a ser resolvide.

PROBLEMA - Algumas macromoléculas estdo presentes ao longo de toda a vida
dos organismos {constitutivas). Outras apenas surgem em determinadas fases do
seu ciclo de vida (indutiveis). Estudar algumas dessas macromoléculas pode ser de
interesse para elucidar muites dos mecanismos que regulam a vida do organismo.

OBJETIVO - Seclecionada uma macromolécula indutivel a ser utilizada como
modelo, fazer um projeto para isolar, caracterizar e purificar a molécula.

Esbogar um fluxcgrama relativo a caracterizacdo e purificacdo da macromolécula
selecionada. Abaixo segue uma série de itens que devem ser examinados e
discutidos entre colegas e coordenadores para a constru¢do do fluxograma.

Por que estudar uma macromelécula?
Quais as macromoléculas existentes em qualguer organismo?
Quais as fungOes bioldgicas das macromoléculas?
Que tipo de organismo vocé escoiheria?
Qual o método de escolha desse organismc?
Que tipos de vantagens haveria na esccolha desse organismo?
Existe aiguma diferenga entre caracterizagdo e purificacdo? Uma etapa depende
da cutra?
8. Como voceé definiria caracteriza¢cdo de uma macromolécula?
9. Por que caracterizar uma macromoiécula?
10. Como uma macromolécula pode ser caracterizada?
11. Como vocé definiria purificagdo de uma macromolécula?
12. Por que purificar uma macromolécula?

NoOUuhwNE=

APOS TERMINAR O FLUXOGRAMA ESCREVER NUMA FOLHA E ENTREGAR
PARA OS MONITORES

= OS PONTOS QUE VOCE CONSIDERA COMO SENDO IMPORTANTE NO PROJETO;

s AS DUVIDAS E QUESTOESQUE VOCE NAO SOUBE RESPONDER;

AS PERGUNTAS SERAO RETOMADAS AO LONGO DO PROJETO PARA SEREM
RESPONDIDAS
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Planejamento 1

PRATICA 1 - PREPARO DE MEIO DE CULTURA

PRATICA 2 ~ INOCULACAO EM MEIO DE CULTURA

PRATICA 3 - CURVA DE CRESCIMENTO DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE
Questdes para Discussdo

1.

Um experimento foi realizado visando entender o crescimento de leveduras em meios de cultura.
Diversos tubos de ensaio foram preparados com diferentes valores de pH, conforme a tabela
abaixo. No interior desses tubos de ensaio foram colocados, invertidos, tubos menores,
denominados tubos de Durham (esquema abaixo). Quando autoclavados, o ar no interior dos
tubos de Durham é expelido e substituido pelo meio de cultura. Todos os tubos foram inoculados
em condigbes ideais de crescimento. Apés certo tempo verificaram-se mudangas no meio,
conforme mostrado na tabela:

tubo de Durham no

interior de tubo de ensaio . turvacao | surgimento
tubos | pH iniciai | pH resultante do meio de gas

1 1,0 1,0 - -
2 2,0 2,0 - -
3 3,0 3,0 - -
4 4,0 5,0 + +

- 5 5,0 5,0 + + + + 4+
6 6,0 5.0 + + + +
7 7,0 7,0 - -
8 8,0 8,0 - -

9 9,0 9,0 - -

A Ty

Que tipos de alteragbes pode-se verificar na tabela?

Ha algum tipo de relagdo entre a turvacdo do meio e o surgimento do gas? Fazer hipoteses.
Que gas poderia ser esse? Ha algum meio de analisa-lo?

Ha algum tipo de relacdo entre a turvacdo do meio e o surgimento do gas com o pH
resultante? Estabelecer relagdes.

Q0o

Discussdo das Praticas 1, 2 e 3

2.

S

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

Na Pratica 1, indicar as fungbes de cada um dos componentes do meio de cultura:
a. glicose.
b. peptona.
c. extrato de levedura.
Por que a autoclavagem do meio é necessaria? O que aconteceria se o meio de cultura ndo fosse
autoclavado?
Da mesma forma, o que aconteceria se o valor de pH do meio ndo fosse ajustado para 5?
Na Pratica 2, por que a alga de platina deve ser esterilizada?
A alca de platina é resfriada na parede interna do tubo contendo levedura em meio de cultura
solido. Por que?
Quais as diferencas do crescimento de células em meios soélidos e liquidos? Existem
vantagens/desvantagens para cada meio? Quais?
Por que a levedura é crescida inicialmente em meio séiido e depois em meio liquido?
Por que o meio de cultura deve ser agitado?
Por que o0 meio de cultura deve ser mantido a 28°C?
Para que serve o fator da levedura (fator de massa seca)?
Na Pratica 3, utiliza-se um processo denominado centrifugagdo. Qual o principio da
centrifugagao?
Para qué a centrifugacgdo € necessaria na Pratica 3?
Por que as amostras devem ser mantidas em banho de gelo?
Citar as diversas formas de verificar o crescimento de um microrganismo.
Na Pratica 3, qual a forma de verificar se a levedura esta crescendo?
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PRATICA 4 - DOSAGEM DE GLICOSE

PRATICA 5 — DOSAGEM DE ETANOL
Questdes para Discussdo

17.Para a reacdo A + B — C, sabe-se que A e B ndo sdo coloridos, mas C é colorido. E possivel
utilizar essa reagdo para mensurar A ? Por que?

18. 0 que ocorrerd na quantificacdo de A se B >> A?

19.E o que ocorrerd na quantificacdo de A se B << A?

20. Esbogar um grafico que relacione concentragdo de C versus tempo de reagao.

21.Haveria algum problema se um dos reagentes também fosse colorido?

22.Como se contornaria esse problema?

23.Num laboratério existem varias amostras de C de concentragdes desconhecidas. Como
podertamos descobrir suas concentracées?

24.Que tipo de relagdo pode ser feita para a descoberta de concentragbes desconhecidas?

25.Como se denomina o grafico que expressa esse tipo de relacdo?

26.Qual o aspecto do grafico que relaciona a concentracdo de C e a intensidade de cor dessa
substéncia?

27.Por que é necessario um branco toda vez que se faz essa padronizag3o?

28. Para outra reacdo A + D — E, o produto E nao é colorido. Como fazer para detectar A?

29.Como fazer para escolher o melhor comprimento de onda para medir a absorbancia do produto
de reagdo?

30.Quais 0s passos experimentais necessarios para construir um grafico que relacione absorbéncia
versus massa seca de células de leveduras? )

31.Qual a relacdo entre o gréfico e o fator de levedura (fator de massa seca)?

Discussao das Praticas 4 e 5

32.Que reacgao gera um produto colorido na Prética 4?
33.Indicar a funcdo dos seguintes reagentes da Pratica 4:
a. solugdo de glicose 5 mM.
b. solucdo de acido dinitrosalicilico (DNS) 10 g/L.
34. Qual reagente deve estar em excesso ? Por que?
35. Por que ¢ necessario diluir o meio de cultura antes de dosar glicose?
36.Se o valor de absorbancia da sua amostra estd fora dos limites da curva padrdo, o que deve ser
feito para obter resultados confidveis?
37.Como é selecionado o comprimento de onda para a leitura do produto da reacdo de DNS e
glicose? )
38. Na Prética 4, qual a funcdo da agua nas Tabela 1 e 3?
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Grupo 06/Ago 12/Ago
Al Preparar meio de cultura — Rotular: ABC-24 Inocular as 9h
B1 Preparar meic de cuitura - Rotular: ABC-18 | Inocular as 15h
C1 Preparar meio de cultura - Rotular: ABC-12 | Inocular as 21h
D1 Preparar meio de cultura - Rotular: DEF-24 Inocular as 9h
El Preparar meio de cultura - Rotular: DEF-18 | Inocular as 15h
F1 Preparar meio de cultura — Rotular: DEF-12 | Inocular as 21h
G1 Preparar meio de cultura — Rotular: GHI-24 Inccular as 9h
H1 Preparar meio de cultura - Rotular: GHI-18 | Inocular as 15h
11 Preparar meio de cultura - Rotular: GHI-12 [ Inocular as 21h
Grupo 13/Ago
8h 9h 11ih 13h 15h 17h
Retirar 5 mL de | Retirar 5 mL de | Retirar 5 mL de | Retirar 5 mL de | Retirar 5 mL de
aliquota das aliquota das aliquota das aliquota das aliquota das
cuituras ABC- culturas ABC- culturas ABC- culturas ABC- culturas ABC-
12, ABC-18 ¢ 12, ABC-18 e 12, ABC-18 e 12, ABC-18 e 12, ABC-18 e
ABC-24. Medir | ABC-24, Medir | ABC-24, Medir | ABC-24. Medir | ABC-24. Medir
as as as as as
absorbéancias, absorbancias, absorbéncias, absorbéncias, absorbancias,
X1 B centrifugar e centrifugar e centrifugar e centrifugar e centrifugar e
dar metade do | dar metade do | dar metade do | dar metade do | dar metade do
volume para o | volume parao | volume para o | volume parao | volume para o
grupo X2 e grupo X2 e grupo X2 e grupo X2 e grupo X2 e
metade para 0 | metade para o | metade para o | metade para o | metade para o
grupo X3, com | grupo X3, com | grupo X3, com | grupo X3, com | grupo X3, com
os rétulos ABC- | os rétulos ABC- | os rotulos ABC- | os rotulos ABC- | os rétulos ABC-
X 12, ABC-18 e 12, ABC-18 ¢ 12, ABC-18 e 12, ABC-18 e 12, ABC-18 e
ABC-24. ABC-24. ABC-24. ABC-24. ABC-24.
— Receber os Receber os Receber os Receber os Receber os
5 " | sobrenadantes | sobrenadantes | sobrenadantes | sobrenadantes | sobrenadantes
das culturas das culturas das culturas das culturas das culturas
X2/X3 _C”d“’? ABC-12, ABC- | ABC-12, ABC- | ABC-12, ABC- | ABC-12, ABC- | ABC-12, ABC-18
i rd0 | 18 e ABC-24 do | 18 e ABC-24 do | 18 e ABC-24 do | 18 e ABC-24 do | e ABC-24 do
e
. grupo X1 e grupo X1 e grupo X1 e grupo X1 e grupo X1 e
glicose d . : 5 A -
osar glicose. dosar glicose. | dosar glicose. dosar glicose. dosar glicose.
Fazer
a
X2/X3 pcaudru\-,;o Receber os sobrenadantes das culturas nos tempos previstos e dosar etanol.
de
etanol
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Grupo 08/Ago 11/Ago 12/Ago
Al Preparar meio de cultura - Rotular: ABC-24 | Inocular as 19h
B1 Preparar meio de cultura -~ Rotular: ABC-18 Inocular as 1h da marh3
C1 Preparar meic de cultura - Rotular;: ABC-12 Inocular as 7h da manha
D1 Preparar meio de cultura — Rotular: DEF-24 | Inocular as 19h
El Preparar meio de cultura — Rotular: DEF-18 Inocular as 1h da manhd
F1 Preparar meio de cultura - Rotuiar: DEF-12 Inocular as 7h da manha
G1 Preparar meio de cultura — Rotular: GHI-24 | Inocular as 19h
H1 Preparar meio de cultura — Rotular: GHI-18 Inocular as 1h da manha
11 Preparar meio de cultura — Rotular; GHI-12 Inocular as 7h da manha
Grupo 12/Ago
19h 21h 23h
Retirar 5 mL de aliquota das | Retirar 5 mL de aliquota das | Retirar 5 mL de aliquota das
culturas ABC-12, ABC-18 e culturas ABC-12, ABC-18 e culturas ABC-12, ABC-18 e
ABC-24. Medir as ABC-24. Medir as ABC-24, Medir as
X1 absorbancias, centrifugar e | absorbancias, centrifugar e absorbancias, centrifugar e
dar metade do volume para | dar metade do volume para | dar metade do volume para o
0 grupo X2 e metade para o | o grupo X2 e metade para o grupo X2 e metade para o
grupo X3, com os rotulos grupo X3, com os rétulos grupo X3, com os rétulos
X ABC-12, ABC-18 e ABC-24. ABC-12, ABC-18 e ABC-24. ABC-12, ABC-18 e ABC-24.
Receber os sobrenadantes |. Receber os sobrenadantes
; das culturas ABC-12, ABC- | das culturas ABC-12, ABC-18 |  Receber os sobrenadantes
X2/X3| 18 e ABC-24 dogrupo X1 e | eABC-24 dogrupo X1 e | 92s culturas ABC-12, ABC-18
d : : e ABC-24 do grupo X1.
osar glicose. dosar glicose.
X2/X3 Receber os sobrenadantes das culturas nos tempos previstos e dosar etanol.
Grupo 14/Ago* 14/Ago 15/Ago
Al Preparar meio de cultura - Rotular: ABC-24 | Inoculer 3s 14h
B1 Preparar meio de cultura - Rotular: ABC-18 | Inocular as 22h
C1 Preparar meio de cultura - Rotular: ABC-12 Inocular as 2h da manha
D1 Preparar meio de cultura — Rotular: DEF-24 | inocular as 14h
El Preparar meio de cultura — Rotular: DEF-18 | Inocular as 22h
| F1 Preparar meio de cultura - Rotular: DEF-12 Inccular as zh da manha
G1 Preparar meio de cultura - Rotular: GHI-24 | Inocular as 14h
H1 Preparar meio de cultura - Rotular: GHI-18 | Inocular as 22h
I1 Preparar meio de cultura - Rotular: GHI-12 Inocular as 2h da manha
* — Ndo ha necessidade dos alunos fazerem essa pratica novamente
Grupo 15/Ago
i%h 20h 22h
Retirar 5 mL de aliquota Retirar 5 mtL de aliguota
das culturas ABC-12, ABC- | das culturas ABC-12, ABC-
18 e ABC-24. Medir as 18 e ABC-24. Medir as
X1 _ absorbancias, centrifugar e | absorbancias, centrifugar e
dar metade do volume para | dar metade do volume para
o grupo X2 = metade para | o grupo X2 e metade para
0 grupo X3, com os rotulos | o grupo X3, com os rétulos |
X ABC-12, ABC-18 e ABC-24. | ABC-12, AEC-18 e ABC-24,
Dosar glicose das | Receber o3 sobrenadantes Receber os sobrenadantes l
X2/X3 amostras das culturas ABC-12, ABC- | das culturas ABC-12, ABC- |
guardadas na 18 e ABC-24 do grupo X1 e | 18 e ABC-24 do grupo X1 e
aula anterior. dosar glicose. dosar glicose. ‘
|
X2/X3 | Receber os sobrenadantes das culturas nos tempos previstos e dosar etanol. l
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Pratica 1
Preparo de Meio de Cultura

Objetivo
Preparar meio de cultura para o crescimento de Saccharomyces cerevisiae.
Reagentes Materiais Aparelhagens
acido cloridrico barras magnéticas agitador magnético
agua destilada béqueres autoclave
extrato de levedura erlenmeyers balanga
glicose espatulas pHmetro
peptona papel aluminio

pipetas de Pasteur

provetas

suportes para tubos de ensaio
tampdes de algodao

Procedimento

MEIO DE CULTURA
COMPOSICAO: extrato de levedura 20 g/L, peptona 20 g/L, glicose 50 g/L
VALOR DE pH = 5,0
VOLUME = 150 mL

1. Pesar as substancias num béquer adequado:
a. extrato de leveduras: 2% -39
b. peptona: 2% -3g
¢. glicose: 5% -7,54¢.
Adicionar agua destilada até 80% do volume estipuiado (120 mL).
Agitar até a dissolugdo total das substancias.
Ajustar o valor de pH da solucdo resultante para 5,0 por adigdo de acido cloridrico, utilizando o
pHmetro.
Transferir a soluc¢do para uma proveta e completar para 100% do volume (150 mL).
Transferir 0 meio para um erlenmeyer de 500 mL.
Fechar o erlenmeyer com um tampao de algodao.
Envolver tamp&o de algoddo e a boca do erlenmeyer com papel aiuminio.
Autoclavar a 120°C por 20 min.

pWN

WRNOU
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Pratica 2

Inoculacao em Meio de Cultura

Objetivo

Inocular Saccharcmyces cerevisiae em um meio de cultura.

Reagentes Materiais Aparelhagens
aqua destilada ; alcas de platina agitador (shaker)
meio de cultura ESTERIL (P1) bicos de Bunsen espectrofotémetro

tampd&o fosfato 50 mM pH 6,0 ESTERIL cubetas para leitura

tubo contendo levedura em meijo solido pipetadores
ponteiras ESTEREIS
suporte para tubos de ensaio
tubos Falcon de 10 mL ESTEREIS

Procedimento

1. Esterilizar a al¢ga de platina na chama do bico de Bunsen aceso.
2. Esfrid-la na parede interna do tubo com o meio contendo levedura crescida em meio soélido.
3. Retirar com a ponta da aica de platina um pouco de levedura, e, préximo a chama, transportar a
levedura para um tubo Falcon de 10 mL contendo 5 mL de tampdo fosfato esterilizado.
Proximo a chama, suspender a levedura no tampao.
Ainda proximo a chama, retirar uma aliquota de 300 pL da suspensdo, utilizando urna ponteira
estéril, e coloca-la na cubeta de leitura.
6. Adicionar 2,7 mL de agua destilada na cubeta.
7. Ler a absorbancia a 570 nm.
8. Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.
9. Calcular a concentracao de levedura em pg/mL
10.Inocular 0,2 ug de células de levedura por mL (mililitro) de meic de cultura estéril.
11.Préximo a chama, com uma ponteira estéril, inocular o volume calculado no meio de cultura.
12. Levar o erlenmeyer ao agitador (shaker).
13. Estabelecer no agitador as seguintes condigfes:
a. Freqiéncia: 90 rpm.
b. Temperatura: 28°C.

vk

Calculo da concentracdo de levedura
1. Para que a concentracdo de levedura seja dada em ug/mkL:

ABSORBANCIA (570 nm) X 10 (diluicdo) X 0,69 (fator da levedura) X 1000
2. Para que a concentragao de levedura seia dada em mg/mL:

ABSORBANCIA (570 nm) X 10 (diluicdo) X 0,69 (fator da levedura)

12
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Pratica 3
Curva de Crescimento de Saccharomyces cerevisiae

Objetivo
Construir uma curva de crescimento de S. cerevisiae.
Reagentes Materiais Aparelhagens
meios de cultura inoculados (P2) banho de gelo centrifuga
bicos de Bunsen espectrofotémetro
erlenmeyers (P1)
pipetas

pipetas ESTEREIS
pipetadores

suportes para tubos de ensaio
tubos de centrifuga

tubos de ensaio

Procedimento

INSTRUCOES:

¢ A curva de crescimento sera construida utilizando-se o contetido de trés erlenmeyers: X, Y e Z.
e Os erlenmeyers X, Y e Z foram incubados por tempos diferentes - 12h, 18h e 24h,

respectivamente.

e Retirar amostras apds os tempos de incubacdo indicados na Tabela 1.

e O grafico da curva de crescimento de leveduras devera conter todos os pontos coletados entre
12 e 32 horas de incubagdo, como indicado na Tabela 1.

Tabela 1
frascos tempos de incubacado (horas)
X |12h-20h| 12 | 14 |16 | 18| 20 | - = = = = =
Y [18h-26h| - = - 1182012224126 - - -
Z |24h-32h| - - - - - - 124126128301 32

Nos horarios estabelecidos, retirar aliquctas de 5 mL de cada um dos erlenmeyers de cultura em

ambiente estéril, ou seja, proximo a chama do bico de Bunsen.

Adicionar na cubeta de leitura os volumes de meio de cultura e agua estipulados na Tabela 2.

Homaogeneizar.

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.

Ler a absorbancia do material a 570 nm.

Centrifugar o material a 1500x g por 10 min. -
; ' LIOTECA

Transferir o sobrenadante para um tubo de ensaio. BiB

Manter as amostras em banho de gelo. S TITUTO DE Q}J%MICA
Universidade de Sao Paulo

[y
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Tabela 2
, tempos de | e 00 uL . Asro corr.
frascos | aliquotas mcu(tr)]a;gao volatfic d& | volie 46 diluigdo | Asyo (Asro X dil)
amostra (pl) | agua (pL)
X1 12 1000 2000 3 X
S X2 14 300 2700 10 X
X |3 X3 16 150 2850 20 X
o X4 18 150 2850 20 X
X5 20 150 2850 20 X
Y1 18 300 2700 10 X
S Y2 20 100 2900 30 X
v |3 Y3 22 75 2925 40 X
s Ya 24 75 2925 40 X
Y5 26 75 2925 40 X
Z1 24 300 2700 10 X
o 72 26 75 2925 40 X
z |9 z3 28 75 2925 40 X
b Z4 30 75 2925 40 X
Z5 32 75 2925 40 X

177
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Pratica 4
Dosagem de Glicose

Objetivo

178

Construir uma curva de dosagem de glicose durante o crescimento de uma cultura de leveduras.

Reagentes
agua destilada

acido dinitrosalicilico (DNS) 10g/L suporte para tubos de ensaio
tubos de ensaio grandes

glicose 5 mM
meios de cultura inoculados (P2)

Dados

Materiais
pipetas

solucdo de glicose 5 mM = 5 mmols/L = 5 ymols/mL
massa molar da glicose = 180 g/mol

Procedimento A - Curva padrao de glicose

Adicionar o DNS.
Homogeneizar em vortice.

Homogeneizar.

CONO VS WS

. Ler as absorbéncias a 540 nm.
10.Completar a Tabela 2.

Colocar os tubos em banho fervente por 10 min.
Esfriar os tubos em agua corrente.
Adicionar em cada tubo 4 mL de agua destilada.

11. Construir a curva padrao de glicose.

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.

Aparelhagens
banho fervente
espectrofotometro
vortice

Adicionar em cada tubo os volumes de agua e glicose estipulados na Tabela 1.

Tabela 1
glicose 5 mM | agua | DNS 10 g/L
[ tubos (mL) i (mL)
branco 0,00 0,50 0,50
1 0,05 0.45: 0,50
2 0,10 0,40 0,50
3 0,15 0,35 0,50
4 0,20 0,30 0,50
5 0,25 0,25 0,50
6 0,30 0,20 0,50
7 0,35 0,15 0,50
| 8 0,40 0,10 0,50
9 0,45 0,05 0,50
10 0,50 ]0,00 0,50
Tabela 2
tubos mass(?nzl)lcose Asao | Asap corrigida
branco
i
2
3
4
5
6
7
8
9
10




Procedimento B - Dosagem de glicose durante o crescimento de uma cultura de
leveduras

OBSERVACAO: para esse procedimento é necessario que todas as amostras de glicose sejam
diluidas de acorde com a Tabela 3. Para isso seque 0 procedimento para diluigdo:

DILUICRO 2X Transferir 0,5 mL da amostra para um tubo de ensaio.
Adicionar 0,5 mL de agua destilada.
Homogeneizar.
Identificar o tubo de ensaio com 2X.

DILUICAO 20 X Transferir 0,1 mL da amostra para um tubo de ensaio.
Adicionar 1,9 mL de agua destilada.
Homogeneizar.
Identificar o tubo de ensaio com 20X.

Adicionar em cada tubo os volumes de agua e amostras de meio de cultura (devidamente
diluidas) estipulados na Tabela 3.

Adicionar o DNS.

Homogeneizar em vértice.

Colocar os tubos em banho fervente por 10 min.

Esfriar os tubos em agua corrente.

Adicionar em cada tubo 4 mL de agua destilada.

Homogeneizar.

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotdmetro.

. Ler as absorbancias a 540 nm.

10. Completar a Tabela 4.

11. Construir a curva de dosagem de glicose durante o crescimento da cultura de leveduras.

[y

OONRU WM

OBSERVACAO: Caso a absorbancia esteja fora dos limites da curva padrdo, repetir a dosagem com
as modificac6es necessarias para que a absorbancia fique dentro dos limites da curva padr3o.

Tabela 3
amostras de , DNS
frascos telg:]r;os tubos | dilui¢Ges | meio de cultura ?r?,:;_e)l 10 g/L
(mL) (mL))
- 12 X1 20X 0,125 0,375 | 0,50
g 14 X2 20 X 0,125 0,375 | 0,50
X | & 16 X3 20 X 0,125 0,375 | 0,50
2 18 X4 20 X 0,125 0,375 | 0,50
| 20 X5 20 X 0,125 0,375 | 0,50
= 18 Y1 20 X 0,125 0,375 | 0,50 |
g 20 Y2 20 X 0,125 0,375 | 0,50 |
Y| L 22 Y3 2X 0,125 0,375 | 0,50
oﬂo 24 Y4 Z X 0,125 0,375 | 0,50
26 Y5 2 X 0,125 0,375 | 0,50
- 24 Z1 2 X 0,125 0,375 | 0,50
S 26 Z2 2 X 0,125 0,375 | 0,50
z, L 28 Z3 2 X 0,125 0,375 | 0,50
3 30 | 74 2 X 0,125 0,375 | 0,50
‘ 32 | 25 2 X 0,125 0,375 | 0,50
- Tabela 4
tubos | Assp | Asaq COPT. tubos | Asso | Asyg COIT. tubos | Asag | Asqg COIT.
X1 Y1 Z1
X2 Y2 Z2
X3 Y3 Z
X4 Y4 Z4
X5 Y5 Z5
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Pratica 5
Dosagem de Etanol

Objetivos

Construir uma curva de dosagem de etanol durante o crescimento de uma cultura de leveduras.
Reagentes Materiais Aparelhagens

meios de culura inoculados (P2) béqueres centrifuga

bicos de Bunsen
densimetros (alco6metros)
provetas

tubos de centrifuga

Procedimento

Para cada doseamento sera necessario cerca de 200 miL de meio de cultura sem células

1.

PNONAWN

Préximo a chama do bico de Bunsen, transferir do erlenmeyer para um béquer cerca de 200 mL
de meio de cultura.

Transferir o meio de cultura para tubos de centrifuga.

Centrifugar o material a 1500X g por 10 min.

Transferir os sobrenadantes para uma proveta de 250 mL.

Colocar delicadamente o alcodmetro na proveta.

Aguardar o alco6metro estabilizar.

Ler no alcobmetro a concentragdo de etanol.

Utilizando a curva padrao abaixo calcular a concentragao de etanol no meio de cultura.

17
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Tratamento de Dados e Analise dos Resultados 1
PRATICA 1 - PREPARO DE MEIO DE CULTURA
PRATICA 2 - INOCULACAC EM MEIO DE CULTURA
PRATICA 3 - CURVA DE CRESCIMENTO DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE
PRATICA 4 - DOSAGEM DE GLICOSE
PRATICA 5 - DOSAGEM DE ETANOL

INSTRUCOES:

Completar as tabelas.

Calcular a concentragao de células de Saccharomyces cerevisiae nas amostras.

Construir o grafico de crescimento celular.

Calcular as massas de glicose utilizadas na curva padrao de glicose.

Construir a curva padrdo de glicose.

Calcular a concentracao de glicose nas amostras.

Construir o grafico da concentragao de glicose durante o crescimento celular.

Construir o grafico da concentracdo de etanol durante o crescimento celular.

. Analisar criticamente os graficos.

10 Responder as Questdes para Analise dos Resultados.

11.A0 final, indicar no Relatério o tempo de incubacio necessario para recolher as células
para a extragdo da a-glicosidase.

‘°9°>‘.°’!":‘“!*‘!"!"

Questoes para Analise dos Resultados

Qual o principio da determinagdo da concantracdo de levedura por espectrofotometria?
Qual a forma da curva de crescimento?

Que equacgado se ajustaria a curva de crescimento?

Como se explica a forma da curva de crescimento de leveduras?

G que & um espectro de absorgdo no UV-Vis de um composto?

Por que algumas substancias sao coloridas?

Qual o aspecto de um grafico de Abserbancia versus A (comprimento de orida)?
Podemos usar essa propriedade para detectar e quantificar essas substancias?

O que é a Lei de Lambert-Beer?

10 Quais os desvios da Lei de Lambert-Beer?

11. Por que a absorbancia das amostras deve cair dentro dos limites da curva padrao?
12.Como se calcula a concentragdo de substancias a partir de uma curva padrdo?

PRONDUTA WM

TABELA PARA O CALCULO DE VALORES DE CONCENTRACAO DE CELULAS DE LEVEDURA

frascos |tempos Asyo (A) diluigdes (B) | Asyo corrigidas (C) | concentragao (D)
(h) |(unidades de abs) (unidades de abs) (mg/mL)
| AXxB C X 0,69

12 3

3 14 10

h

£ 16 20

- .18 20
20 | 20
18 10

S 20 30

o

_0% 22 40

hr 24 40
26 40
24 10

N 26 40

0 28 40

3

h 30 40
32 40

18



TABELA PARA O CALCULO DA CURVA~-PADRAO DE GLICOSE

tubos massa de glicose (A) Asso As4o corrigida (B)
(mg) (unidades de abs) | (unidades de abs)
(- branco)
branco
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Coeficientes: y = ax + b

coeficiente angular = a

coeficiente linear = b

coeficiente correlagdo linear

182

Tabela para o caiculo de valores de concentracao de glicose no meio de cuitura

tempos Asag Assg corrigida fator massa|diluicbes| massa real \volume|concentracao,
(unidades de (unidades de " (massa x
abs) abs) de corregao| (mg) dil) {mL) (mg/mL)
(- branco)
|
branco v
]
o]
(S
12 '—5, 20 0,125
14 3 20 0,125
16 | 2 20 0,125 ]
18 5 20 0,125|
20 8 20 0,125
®
>
po
| 18 3 20 0,125
20 g 20 0,125
22 o p: G,125
24 :‘.:é 2 0,125
26 had 2 0,125
o
+
24 5 2 0,125
26 i 2 0,125
28 > 2 0,125
30 2 0,125
32 2 0,125

19



TABELA PARA O CALCULO DE VALORES DE
CONCENTRAGAO DE ETANOL NO MEIO DE CULTURA

tempos % etanol fator concentragao
(alcodmetro) |de corregao| (mg/mL)
12
14 ?:,
16 | s
18 (]
20 3
0
i
18 2
5 o
< m
22 2
3
24 G
26 o
+
X
24 ©
]
26 >
28
30
32

TABELA DAS CONCENTRACOES DE CELULAS, GLICOSE E ETANOL
AO LONGO DA CURVA DE CRESCIMENTO

tempos

concentracao
de células

concentragao
de glicose

concentracdao
de etanol

(mg/mL)

(mg/mlL)

(mg/mL)

12

14

16

18

20

18

20

22

24

24

26

28

30

32

183
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Planejamento 2

PRATICA 6 - FRACIONAMENTO CELULAR
PRATICA 7 - DOSAGEM DE PROTEINA
Questdes para Discussdo

1. Definir aminoacido.

2. Definir ligagdo peptidica.

3. Definir proteina.

4. Ha varios métodos para a determinagdo da concentracdo de proteinas. Ler o texto a seguii e
indicar as vantagens e desvantagens dos diferentes métodos de dosagem de proteinas.

Métodos de d m de protein

Absorbancia de luz UV - Gj/l and von Hippel, Analytical Biochemistry 182, 319 — 326, 1989

Cadeias laterais de aminodcidos aromaticos abscrvem luz em 280nm. Assim, a absorbéncia de uma proteina
dependera do seu contetido de tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe) e triptofano (Trp). Para a quantificagdo de uma
proteina sem uso de referéncias é necessario conhecer sua sequéncia de aminodcidos. Compostos gue
absorvem em UV podem interferir na quantificagdo da proteina. A diferenca de conteildo de aminoacidos
aromaticos entre o padrdo e a amostra pode introduzir erros na quantificagao.

Reacao de Biureto

Baseia-se em uma reacdo em meio muito alcalino entre CuS0O, e grupos amino da ligag&o peptidica. O produto
desta reacdo (um cation Cu?" coordenado com 4 grupos aming) absorve em 540nm. A concentragdo das
amostras de proteinas deve ser na ordem de miligramas.

Reagente de Folin ~ Peterson, Analytical Biochemistry 100, 201 - 220, 1979

Baseia-se em uma reagdo semelhante a Biureto, porém mais sensivel. Apresenta um grande namero de
interferentes. Uma solugdo contendo Cu?" é iniciaimente adicionada & amostra de proteina, ocorrendo a
forimacdo de Cu*. Este ion em seguida reduz uma mistura de &cidos tungsténico e fosfomolibdénico, formando
tunsgtato e molibibdato, os quais absorvem entre 720 e 750 nm. A quantidade de produto colorido forrnado é
fortemente dependente da quantidade de asparagina (Asn), triptofano (Trp) e histidinas (His) presentes na
proteina.

Reagente de Bradford - Bradford, Analytical Biochiemistry 72, 248 — 254, 1976

O corante forma complexos com proteinas provavelmente por meio de interacBes idnicas com aminoacidos
béasicos e também de interagdes de Van der Waals. A formacdo do complexo proteina-corante altera o espectro
de absorgdo do corante, mudando seu maximo de absorcdo de 465nm para 595nm. Lipidios interferem neste
método. O corante ndo liga igualmente em todas as proteinas.

Coloracdo com Agt - Krystal et al, Analytical Biochemistry 148, 451 — 460, 1985

Baseia-se na capacidade de ligagdo de proteinas a ions Ag*, formando um compiexo que absorve em 420nm.
Detecta até nanogramas de proteina, porém sais, grupos tiol e detergentes interferem na reagdo.
Fluorescamina

Este composto reage com grupos amino presentes na proteina formando um produto fluorescente. Desta forma,
trata-se de um método que & na ordem de pmols, mas gqualquer grupo amino presente no meio pode reagir.

Discussdo das Praticas 6 e 7

5. Na Pratica 6, para que serve ¢ tampdo de lise?

6. O EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) presente no tampdo de lise € um quelante de metais.
Indicar a fungao do EDTA no fracionamento celular.

7. Por que é necessario usar meio tamponado?

8. O PMSF (fluoreto de a-toluenosulfonila) é adicionado devido as suas propriedades inibidoras. Por
que o PMSF ¢é adicionado?

9. Que estratégias podem ser usadas para romper membranas de células?

10.Que estratégia sera usada na Prdtica 6 para romper as membranas de Saccharomyces
cerevisiae?

11.Na Pratica 6, por que a suspensdo de células deve ser centrifugada?

12.Por que o tempo de rotacdo escoihido foi de 2 min? Faz diferenga centrifugar por mais tempo ou
mesmo tempo?

13. Por que se usa hipoclorito de sodio para lavar as pérolas de vidro?

14. Apds o rompimento das células de levedura o lisado sera centrifugado. Que materiais celulares
devem estar presentes no precipitado e no sobrenadante?

15.Na Prética 7, para que serve o reagente de Bradford?

16. Quais os componentes do reagente de Bradford?

17. Quais as limitagdes do método de Bradford?

18.Como vocé selecionaria o comprimento de onda para uma dosagem de proteinas?
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19. Qual a porcentagem de luz que chegara a uma fotocélula de um espectrofotometro quando a
absorbancia for 1. E quando for 2? E quando for 3? O que pode-se inferir dessas respostas.

PRATICA 8 - DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
Questdes para Discussdo

20. Qual a diferenga entre uma proteina e um enzima?

21.Como se dosa uma enzima?

22.Em que a dosagem de uma enzima difere da dosagem de uma substancia qualquer?
23. Definir velocidade inicial {v,) de uma reagdo enzimatica.

24.Como ter certeza que um ensaio esta na velocidade inicial?

25.Como determinar a atividade enzimatica (U) de uma enzima?

26.0 que ¢ atividade especifica? Como se calcula a atividade especifica?

Discussio da Pratica 8

27.Qual o substrato utilizado nesta pratica?
28.Qual a reacdo catalisada pela enzima a partir deste substrato?
29. Qual(is) o(s) produto(s) da reacdo catalisada pela enzima a partir deste substrato?
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30. Qual dos materiais empregados na determinacdo da atividade enzimatica (Tabela 1) contém as

enzimas?
31. Quais os tubos controle? Qual a fun¢do de cada tubo controle?
32. Por que os tubos devem ser mantidos em banho de gelo?
33. Por que os tubos devem ser transferidos ao mesmo tempo para o banho a 30°C?
34.Qual a fungdo do tamp&o carbonato-bicarbonato ao ser adicionado no final da incubagdo?
35. Por que a leitura da absorbéncia é feita a 420 nm?

36. Por que é necessario preparar varios tubos com os mesmos contetiidos de enzima e substrato e

variar o tempo de incubagao?
37.Quais as alternativas para este procedimento?
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Pratica 6
Fracionamento Celular

Objetivos
Fracionar células de Saccharomyces cerevisiae.
Reagentes Materiais Aparelhagens
agua destilada banho de gelo centrifuga
células de levedura (fase log tardia)  pérolas de vidro 0,5 mm @ estufa
etanol nipetadores freezer
fluoreto de a-toluenosulfonila (PMSF) pipetas vortice
100 mM em etanol provetas

hipoclorito de sédio 20 g/L suporte para tubos

(dgua sanitaria) tubos de centrifuga

tampao fosfato 100 mM pH 7,0 com  tubos de ensaio

EDTA 5 mM (tampao de lise) tubos Falcon

Procedimento A — preparo do meio, cultivo e separacgido das células

©® NG

10
11.

12.

Preparo do meio

Preparar 150 mL de meio de cultura para a cepa S14 de S. cerevisiae.

Sequir procedimento da Prética 1 - Preparo de Meio de Cultura com as seguintes alteragdes:
a. meio de cultura: extrato de levedura 20 g/L, peptona 20 g/L, maltose 50 g/L, pH 5,2;

Cultivo

Cultivar as células de maneira semelhante a Prética 2 - Inoculacdo no Meio de Cultura.

Separac¢do de células

Separar as células quando atingir o tempo necessario a sintese de a-glicosidase.

Remover da suspensdo de celulas um volume que contenha 1 g de células (peso imido).

Colocar o meio contendo as céiulas em tubo de centrifuga.

Centrifugar o meio a 1500X g por 10 min.

Descartar o sobrenadante.

Ressuspender o precipitado em agua destilada gelada para um volume fina! ae 20 mL.

Centrifugar o meio novamente a 1500X g por 10 min.

Descartar o sobrenadante.

Repetir as etapas 9 a 11 mais uma vez.

Procedimento B — Fracionamento celular

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

[

EEOONOUuAWN

12

0.
1.Remover cuidadosamente o sobrenadante - evitar coletar o material precipitado - para um

Em um tubo de centrifuga com tampa colocar aproximadamente 1 g (peso imido) de células de
leveduras crescidas até a fase logaritmica tardia.

Adicionar 4 mL de tampao de lise.

Ressuspender as células usando um vortice.

Adicionar 40 pyL de PMSF 100 mM em etanol.

Homogeneizar em vértice.

Adicionar a suspensdo 8 mL de pérolas de vidro lavadas e secas.

Agitar ininterruptamente em vortice durante 1 min (processo de lise).
Resfriar em banho de gelo por 1 min (processo de lise).

Repetir as operagbdes 7 € 8 por mais 4 vezeas.

Centrifugar a suspensdo de células + pérolas de vidro a 850x g por 2 min.

tubo Falcon limpo e identificado como LISADO.

.Manter tubo LISADO em banho de gelo.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.

Ressuspender o precipitado + pérolas de vidro em 4 mL de tampao de lise.
Adicionar 40 yL de PMSF 0,1 M em etanol.

Homogeneizar em vortice.

Repetir as etapas 10 a 15 por mais 2 vezes, reunindo os sobrenadantes no mesmo tubo LISADO. -
Usando uma proveta, determinar o volume do LISADO.
Identificar o tubo com o nome do grupo.
Armazenar em freezer a -20°C.
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Procedimento C -~ Lavagem das pérolas de vidro

Lavar as péro

CONOUA W

las.

Transferir as pérolas de vidro para um erlenmeyer.
Adicionar hipociorito de sddio no erlenmeyer.
Agitar algumas vezes durante 15 min.

Descartar cuidadosamente o hipoclorito de sodio
Repetir a lavagem com hipoclorito de sédio.
Adicionar agua no erlenmeyer

Descartar cuidadosamente a agua.
Repetir as etapas 6 a 8 por mais 5 vezes.

10 Adicionar etanol no erlenmeyer.
11. Colocar o erlenmeyer numa estufa.
12.Aguardar a secagem das pérolas.

FLUXOGRAMA

1 g de Saccharomyces cerevisiae
(PESO UMIDO)

4 mL de tampdo de lise
40 pl de PMSF

Suspensao

8 mL de pérolas de vidro
Agitacdo em vortice

h 4

Centrifugagdo
850X g por 2 min

\ 4

—P Precipitado Sobrenadante

4 mi de tampé&o de lise
40 pl de PMSF

Suspensdo v

REP

ETIR

Tubo
LISADO

e —

v A

Centrifugagao
850X g por 2 min
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Pratica 7

Dosagem de Proteina

Objetivos

Dosar colorimetricamente proteinas no lisado de Saccharomyces cerevisiae.
Reagentes Materiais Aparelhagens
agua destilada papel de filtro espectrofotémetro
albumina 0,2 g/L cubetas para leitura vortice

lisado de leveduras (P6) pipetadores

reagente de Bradford pipetas

acido fosforico 85% ponteiras
Coomassie Blue G® suportes para tubos de ensaio
metanol tubos de ensaio

Procedimento A ~ Curva padrao de proteina

1. Adicionar em cada tubo 05 volumes de albumina e agua estipulados na Tabela 1.
2. Adicionar o reagente de Bradford.
3. Homogeneizar em vértice,
4. Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.
5. Ler as absorbancias a 595 nm.
6. Completar a Tabela 2.
7. Construir a curva padrdo de proteina.
Tabela 1
— albumina agua | reagente de
0,2 g/L {uL) | (uL) | Bradford (mL)
branco 0 100 1,0
1 10 90 1,0
2 20 80 1,0
3 30 70 1,0
4 40 60 1,0
5 50 50 1,0
6 60 40 1,0
7 70 390 1,0
8 80 20 1,0
Tabela 2
massa de Gos
tubos proteina (ma) Asgs | Asgs coOrrigido
branco
1 J—
- 2 R
3
4
5
6
7
8
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Procedimento B — Dosagem de proteinas no lisado de Saccharomyces cerevisiae

OBSERVACAO: para esse procedimento é necessario que o lisado seja diluido. Para isso segue o
procedimento para diluicao.
Dilui¢do 200X:

1. Transferir 0,1 mL do lisado para um tubo de ensaio grande identificado como L200X.

2. Adicionar 19,9 mL de agua destilada.

3. Homeogeneizar em vortice.

1. Adicionar em cada tubo os volumes de agua e amostras do lisado (devidamente diluido)

estipulados na Tabela 3.

Adicionar o reagente de Bradford.

Homogeneizar em vortice.

Usar dgua para calibrar (zerar) o espectrofotometro.
Ler as absorbancias a 595 nm.

Completar a Tabela 4.

PuAWN

OBSERVACAO: Caso a absorbancia das amostras seja maior que a absorbancia maxima obtida na
curva padrao, dilua novamente o lisado. Discuta com o professor o novo valor de diluigdo.

Tabela 3
tubos L200X | H;O reagente de
(ub) (ul) | Bradford (mL)
branco - 100 1,06
Al 100 - 1,0
A2 50 50 1,0
A3 30 70 1,0
A4 20 80 1,0
Tabela 4
tubos | Asgs | Ases corrigida
branco
Al
A2 *
A3
A4
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Pratica 8

Determinacao da Atividade Enzimatica

Objetivo

Determinar a atividade da a-glicosidase no lisado de Saccharomyces cerevisiae

Reagentes Materiais Aparelhagens
agua destilada banho de gelo banho a 30°C
lisado de leveduras (P6) cubetas para leitura espectrofotémetro
p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGlc) 4 mM pipetadores vortice

em tampado fosfato 100 mM pH 7,0 pipetas

tampao carbonato-bicarbonato 250 mM  ponteiras
pH 11,0 suportes para tubos de ensaio
tubos de ensaio

Procedimento A - Diluigdo do lisado de Saccharomyces cerevisiae

OBSERVACAQO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Abaixo segue o procedimento sugerido para a diluicdo da preparacdo do lisado de Saccharomyces
cerevisiae. Caso quaisquer das absorbancias finais seja maior que 1, utilizar outra diluigdo. Discutir
com o professor para a escolha de uma nova diluicdo adequada para 0s ensaios.

Transferir 0,1 mi do lisado de Saccharomyces cerevisiae para um tubo identificado com L10X.
Adicionar 0,9 mL de agua destilada gelada.

Homogeneizar em vartice.

Transferir 0,1 mL de L10X para um novo tubo identificado com L600X.

Adicionar 5,9 mL de agua destilada gelada.

Homogeneizar em vortice.

ol

Procedimento B - Determinagado da atividade da a-glicosidase

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Preparar os tubos em banho de gelo.

Adicionar em cada tubo os volumes de NPaGlc e dgua estipulados na Tabela 1.
Adicionar o lisado (devidamente diluido).

Transferir todos os tubos ao mesmo tempo para banho a 30°C.

Incubar os tubos pelos intervalos de tempos indicados na Tabela 1.

Ao remover cada tubo, interromper a reacdo enzimatica adicionado 2 mL de tampao carbonato-
bicarbonato pH 11,0.

Homogeneizar em vortice.

Deixar os tubos em temperatura ambiente.

Usar a agua para calibrar (zerar) o espectrofotometro.

10 Uma vez que todos os tubos tenham sido retirados, ler as absorbancias a 420 nm.
11.Completar a Tabela 2.

12.Calcular a atividade da a-glicosidase no lisado de S. cerevisiae.

s wNE

© 0N

OBSERVACAO: Caso a absorbancia lida seja maior do que a absorbancia maxima da curva padrao
de p-nitrofenil-a-glicosideo, repetir as dosagens com uma diluicdo maior do lisado.
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Tabela 1
tubos NPaGlc 4 mM | agua | lisado diluido | tempo
{(mL) (mL) (mL) (min)
1 0,2 - 0,2 5
2 0,2 - 0,2 10
3 0,2 - 0,2 15
4 0,2 - 0,2 20
5 0,2 - 0,2 40
branco de substrato 0,2 0,2 - 40
branco de enzima - 0,2 0,2 40
Tabela 2
tubos A4y | Ao corrigida
1
2
3
4
5
branco de substrato

branco de enzima

191

Absorbéncia a 420 nm

1,6 -
1,4 -
1,2
1,0 4

0,8 -

0,6 |
0,4 -
0,2

0,0 + -

Curva Padréo de p -nitrofenol

y = 0,0061x + 0,0097
R? = 0,9998

*

50 100 150 200 250

n° de mols (pmols)
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192
ratamento de Dados e Analise dos Resultados 2

PRATICA 6 - FRACIONAMENTO CELULAR
PRATICA 7 - DOSAGEM DE PROTEINA
PRATICA 8 - DETERMINAGCAG DA ATIVIDADE ENZIMATICA

INSTRUCOES:

1.
2.
3.
4.
5.
6.

Completar as tabelas.

Calcular as massas de proteina utilizadas na curva padrio de proteina.

Construir a curva padrdo de proteinas.

Calcular a concentragdo de proteinas no lisado de Saccharomyces cerevisiae.

Construir a curva de atividade da a-glicosidase.

Ao final, indicar no Reiatdrio os valores da Atividade Enzimatica (Pratica 7); Atividade
Total (Pratica 6 e 7) e Atividade especifica (Praticas 7 e 8)

Questdes para Analise dos Resultados

1. Sabendo que a absortividade molar do p-nitrofenil-a-glicosideo (NPcGlc) é de 16800 M.cm™ em
valores de pH maiores que 9 e de menor que 700 M*cm™ em valores de pH menores que 4, qual
a outra fungao do tampdo bicarbonato?

2. Lembrando a Lei de Lambert-Beer, como se calcularia a quantidade de produto formado. Para
este calculo o que é preciso: o valor da absortividade, uma solugdo padrdo de p-nitrofenil-o-
glicosideo ou ambos? -

TABELA PARA O CALCULO DA CURVA~-PADRAO DE PROTEINA
tubos | massa de proteina (A) Asos Asqos corrigida (B)
(mg) (unidades de abs) | (unidades de abs)
(- branco)
branco
1
2
3
4
5
6
7
8
Coeficientes: y =ax + b
coeficiente angular = a
coeficiente linear = b
coeficiente correlagao linear
TABELA PARA O CALCULO DE VALORES DE CONCENTRACAO DE PROTEINAS NO LISADO DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE _
. - N concentragdo
tubos Asgs Asgs Corrigida fator / massa | volure | concentragdo | diluigbes real ¢
(unidades (unidades de " |
de abs) de abs) corregdo (mg) (ml) (mg/ml.) (conc. x dif)
(- branco) (mg/mL)
branco o n
Ll
- G \E
Al 28 0,10 100
A2 Ss 0,05 100
So
A3 3o 0,03 100
A4 0,02 100
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TABELA PARA O CALCULO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

tubos Asg A4oq corrigida fator n? de mols | tempo
(unidades de abs) | (unidades de abs) de correcao (nmol)
(- brancos)
branco de substrato o
branco de enzima ': o
) Rany)
[ []
r-] 'g =
L £85 >
2 295 10
0 o
3 +29 15
X 0w
4 c2'°c 20
n3
>
5 40

L Coeficientes: vy =ax+ b
coeficiente angular = a

coeficiente linear = b
coeficiente correlagdo linear

Inclinagdo da Reta = Atividade Enzimatica (em mU = nmol/min)
Dado que 1 U (unidade) = 1umol de produto/min

ATIVIDADE (LISADO DILUIDO) = muU {nmol/min)
ATIVIDADE/ML (LISADO DILUIDO) = muU
DILUICAO DO LISADO = X

VOLUME TOTAL DO LISADO (Pratica 6) = mL
ATIVIDADE/ML (LISADO) = muU

ATIVIDADE TOTAL DO LISADO = mb
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Planejamento 3

PRATICA 9 - CARACTERIZAGCAO DA ENZIMA ~ Ky, E Vi,

PRATICA 1C - CARACTERIZACAO DA ENZIMA — DETERMINAGCAO DO K,
PRATICA 11 - PREPARO DE TAMPOES

PRATICA 12 - CARACTERIZACAO DA ENZIMA ~ pH 6TIMO
Questdes para Discussdo

1.

QURAWN

N

11.

12

18.

Esbocar curva de velocidade inicial versus concentracdo de substrato (v, versus [S]) para
reacoes catalisadas enzimaticamente.

Como Vmax € Ky, podem ser calculados a partir desta curva?

Definir Ky € Vinax-

O que os valores de K, @ Vj,ax indicam?

O que é kgi?

Por que se considera que V5. € uma constante cinética de uma enzima se ela depende da
concentracao de enzima no ensaio?

Porque se recomenda que seja utilizada a vy para se preparar a curva de velocidade versus
concentragao de substrato (vg x [S])?

Sabe-se que para [E] = x tem-se Vyax = 1 U, 0 que ocorrerda com Vmax S€ [E] = 2x? Qual sera o
valor de K.,?

O que é transformacdo de Lineweaver-Burk?

.Eshocar curvas de velocidade inicial versus concentracio de substrato (v, versus [S]) para

reagoes catalisadas enzimaticamente:
a. na auséncia de inibidor:
b. na presenca de inibidor competitivo:
Cc. na presenca de inibidor ndo-competitivo.
Esboce curvas de Lineweaver-Burk para reagdes catalisadas enzimaticamente:
a. na auséncia de inibidor:
b. na presenga de inibidor competitivo:
c. na presencga de inibidor ndo-competitivo.

. Definir K.
13.
14.
15.
16.
17.

C que o valor de K; indica?

Como se determina o K; graficamente?

Qual a fungdo de um tampdo?

O que é pK;?

Um estudante deve preparar um tampdo fosfato pH 7,0 200mM. Para isso dispoes da seguinte
receita:

Adicionar num béquer os seguintes volumes:

a. 10,5 mL de solucdo de fosfato de sddio monobasico (NaH,PQ4) 200 mM;

b. 90,5 mL de solugdo de fosfato de soédio dibasico (Na,HPO,) 200 mM.,

O que fazer quando s6 ha uma dessas solugdoes em estoque?

Descreva de maneira sucinta as diferentes formas de preparar um tampao fosfato 100 mM pH
7,0, dispondo de fosfato de sddio monobdsico, fosfato de sédio dibdsico, HCl e NaOH?

Discussdo das Praticas 9, 10, 11 e 12

19.
20.
21,
22,
23.
24,
25.

26.
. Por que nesta pratica o substrato sera dissolvido em agua?

27

A maltose se liga em qual regido da enzima?

A maltose € um inibidor tipico?

Que procedimentos experimentais sdo necessarios para a determinagao de Vimax € Kiy?

Leia as Praticas 9 e 10 e indique a faixa de concentracdo de substrato que seid usada?

Na Pratica 10, identificar as concentragbes de inibidor que serdo usadas.

E possivel determinar graficamente o K; utilizando os resultados dos outros grupos?

Como saber que a enzima é estavel em todos os valores de pH utilizados? Propor um
experimento para verificar em quais valores ela é estavel.

Por que deve-se fazer um conjunto de tubos para cada pH?
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Pratica 9

Caracterizacao da enzima: K, € Vax

Objetivos

Caracterizar a a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae através das determinagoes da afinidade
(Km) da enzima pelo substrato (p-nitrofenol-a-glicosideo) e da velocidade maxima (Vmax) de hidrélise
do substrato.

Reagentes Materiais Aparelhagens
agua destilada ' banho de gelo banho 30°C

lisado de levedura (P6) cubetas para leitura espectrofotometro
p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGlc) 1,0 miM pipetadores vértice

em tampdo fosfato 100 mM pH 7,0  pipetas

p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGlc) 2,0 mM ponteiras
em tampdo fosfato 100 mM pH 7,0  suporte para tubos de ensaio

p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGic) 8,0 mM tubos de ensaio
em tampao fosfato 100 mM pH 7,0

tampdo carbonato-bicarbonato 250 mM
pH 11,0

tampao fosfato 100 mM pH 7,0

Procedimento A - Dilui¢cdo do lisado de Saccharomyces cerevisiae

OBSERVACGAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Abaixo segue o procedimento sugerido para a diluicdo da preparagdo do lisado de Saccharomyces
cerevisiae. Caso quaisquer das absorbancias finais seja maior que 1, utilizar outra diluigao. Discutir
com 0 professor para a escolha de uma nova diluigdo adequada para 05 ensaios.

Transferir 0,1 mL do lisado de Saccharomyces cerevisiae para um tubo identificado com L10X.
Adicionar 0,9 mL de dgua destilada gelada.

Homogeneizar em vdrtice.

Transferir 0,1 mL de L10X para um novo tubo identificado com L600X.

Adicionar 5,9 mL de agua destilada gelada.

Homogeneizar em vortice.

A

Procedimento B - Medidas de velocidade de reacdo

OBSERVAGAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

1. Adicionar em cada tubo os volumes de NPaGlc estipuladcs na Tabela 1.
ATENCAQ: prestar atencio nas diferentes concentracdes pedidas de substrato.

2. Adicionar em cada tubo os volume de tampédo e lisado (devidamente diluido) estipulados na
Tabela 1.

3. Preparar os tubos em banho de gelo.

4. Homogeneizar em vortice.

5. Transferir todos os tubos do gelo para o banho a 30°C.

6. Incubar todos cos tubos por 40 min.

7. Remover todos os tubos do banho.

8. Adicionar 2 mL de tampdo carbonato-bicarbonato.

9. Deixar os tubos em temperatura ambiente.

10. Homogeneizar em vdrtice.

11.Usar a agua para calibrar (zerar) o espectrofotéometro.

12.Ler as absorbéancias a 420 nm.

13.Completar a Tabela 2.

14. Construir os graficos necessarios para a caracterizag@o de K, € Vmax da a-glicosidase.
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OBSERVACAO: Caso as velocidades das reacdes sejam muito altas é necessaria a dilui¢do do lisado
(enzima). Discutir com o professor sobre a nova diluigao.

Tabela 1
NPaGlc | NPaGlc | NPaGlc |tampao fosfato | lisado
tubos | 1,0 mM | 2,0 mM | 8,0 mM | 100 mM pH 7 |diluido
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
1 0,02 - - 0,28 0,10
2 0,04 - - 0,26 0,10
3 0,08 - - 0,22 0,10
4 0,12 - - 0,18 0,10
5 0,16 - - 0,14 0,10
6 0,20 - - 0,10 0,10
7 - 0,16 - 0,14 0,10
8 % 0,20 - 0,10 0,10
9 = - 0,10 0,20 0,10
10 r - 0,13 0,17 0,1
11 - - 0,15 0,15 0,10
Tabela 2
tubos [S](nir;ds)alo A4o
1
2 ECA
3 SETITUTO DE QUIMICA
4 Lvaersidade de Sio Paula
5
6
7
8
9
10
11
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Pratica 10
Caracterizacao da enzima - determinacao do K;

Objetivos
Determinar a constante de um inibidor (maltose) sobre a hidrolise de p-nitrofenil-a-glicosideo
(NPaGlc) pela «-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae.

Reagentes Materiais Apareihagens
agua destilada banho de gelo banho 30°C
lisado de levedura (P6) cubetas para leitura espectrofotémetro
maltose 0,4 M em tamp3&o fosfato pipetadores vortice

i00mM pH 7,0 pipetas
maltose 1,2 M em tampao fosfato ponteiras

100 mM pH 7.0 suporte para tubos
maltose 1,6 M em tampado fosfato tubos de ensaio

100 mM pH 7,0
p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGlc) 1,0 mM
em tampao fosfato 100 mM pH 7,0
p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGlc) 2,0 mM
em tampao fosfato 100 mM pH 7,0
p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGic) 8,0 mM
em tampdo fosfato 100 mM pH 7,0

tampao carbonato-bicarbonato 250 mM
pH 11,0
tampao fosfato 100 mM pH 7,0

Procedimento A -~ Dilui¢cadc do lisado de Saccharomyces cerevisiae

Atencdo: Serd utilizada a mesma solucdo de enzima ja diluida para a Pratica 9 — Caracterizacdo d3
enzima: K, € Vyax. Ndo hd necessidade de preparar uma nova diluicdo.

Procedimentoc B —~ Medidas da velocidade de reagdo na presenca de inibidor

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

1. Adicionar em cada tubo os volumes de NPaGlc e maltose estipulados na Tabela 1.
ATENCAO: prestar atencdo nas diferentes concentracdes pedidas de substrato e
inibidor.

2. Adicionar em cada tubo os volume de tampao e lisado (devidamente diluido) estipulados na
Tabela 1.

3. Preparar os tukos am banho de gelo.

4. Homogerneizar em vortice.

5. Transferir todos os tubos do gelo para ¢ banho a 30°C.

6. Incubar todos os tubos por 40 min.

7. Remover todos os tubos do banho.

8. Adicionar 2 mL de tampao carbonato-bicarbonato.

9. Deixar os tubos em temperatura ambiente.

10. Usar agua para calibrar (zerar) o espectrefotémetro.

11.Ler as absorbéncias a 420 nm.

12.Completar a Tabela 2.

13. Construir os graficos necessarios para a determinagdo do K; da malitose para a a-glicosidase.
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Tabela 1

NPaGlc | NPaGlc | NPaGlc | maltose | maltose | maitose | tampdo fosfato | lisado

tubos | 1,0 mM | 2,0 mM | 8,0 mM 0,4 M i,2M 1,6 M 100 MM pH 7 diluido

(mL) {mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)

| 1A 0,08 - - 0,10 - - 0,12 0,10

1B 0,08 = - 0,10 - - 0,12 0,10

2A 0,20 = - 0,10 - - - 0,10

2B 0,20 = - 0,10 - - - 0,10

3A - 0,16 - 0,10 - - 0,04 0,10

3B - 0,16 - 0,10 - - 0,04 0,10

4 A - 0,20 - 0,10 - - - 0,10

4B - 0,20 - 0,10 - - - 0.10

5A - - 0,10 0,10 - - 0,10 0,10

5B - - 0,10 0,10 - 3 0,10 0,10

6A - = 0,15 0,10 = = 0,05 0,10

6B - - 0,15 0,10 - - 0,05 0,10

7A 0,08 - - - 0,10 = 0,12 0,10

7B 0,08 - - - 0,1C - 0,12 0,10

8 A 0,20 - - - 0,10 = = 0,10

8B 0,20 - - - 0,10 - - 0,10

9A - 0,16 - - 0,10 - 0,04 0,10

9B - 0,16 - - 0,10 - 0,04 0,10

10 A - 0,20 - - 0,10 - = 0,10

10B - 0,29 - - 0,10 % < 0,10

11 A - - 0,10 - 0,10 - 0,10 0,10

i1 B - - 0,10 - 0,10 - 0,10 0,10

12 A - - 0,15 = 0,10 - 0,05 0,10

12 B - - 0,15 - 0,10 - | 0,05 0,10

13 A 0,08 - = = = 0,10 0,12 0,10

13 B 0,08 - = = 2 0,10 0,12 0,10

14 A 0,2C - - - - 0,10 - 0,10

14 B 0,20 = & = - 0,10 - 0,10

15 A - 0,16 - - - c,10 0,04 0,10

15B - 0,16 - - - 0,10 0,04 0,10

16 A - 0,20 - - - 0,10 - 0,10

16 B - 0,20 - - - 0,10 = 0,10

| 17A = - 0,10 - - 0,10 0,10 0,10

17 8B - - 0,10 - - 0,10 0,10 0,10

18 A - - 0,15 - - 0,10 0,05 0,10

18 B - - 0,15 - - 0,10 0,05 0,10

Tabela 2 _
[S] [1] [S] [i] ' [S] [i]
tubos finai final | Aaxo tubos final final | Az tubos final final | Asao
(mM) | (M) (mM) | (M) (mM) |_(M)

1A 7 A 13 A
1B 7B 13 B
2A 8 A 14 A
2B 8B 14 B
3A 9A 15A
3B 9B 15 B
4 A 10 A 16 A
4B 10B 16 B
5A 11 A 17 A
5B 118 ] 17 B
6 A 12 A 18 A
6B 12B i88B
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Pratica 11
Preparo de Tampoes

199

Objetivos
Preparar seis tampdes com diferentes valores de pH.
Reagentes Materiais Aparelhagens
acido borico bastdes de vidro balanga
acido citrice béqueres pHmetro
acido cloridrico pipetas Pasteur
agua destilada provetas
fosfato de sddio dibasico
hidréxido de sédio
Procedimentos

H 4,0 pH 7,0

tampdo citrato 200 mM pH 4,0

1. Preparar 50 mL de tampdo.

2. Pesar a massa necessaria de acido citrico para
que, ao final do procedimento, a concentragdo seja
de 200 mM.

3. Adicionar a massa pesada em um béquer.

4. Dissolver essa massa em 40 mL de dgua destilada.

5. Maedir o pH da solugao resultante.

6. Acertar para o pH desejado com HCl ou NaOH.

7. Transferir o volume para uma proveta.

8. Completar o volume para 50 mL de tampdo.

tampdo fosfato 200 mM pH 7, o

1. Preparar 50 mbL de tampdo.

2. Pesar a massa necessdria de fosfato de sodio
dibadsico para que, ao final do procedimento, a
concentragao seja de 200 mM.

Adicionar a massa pesada em um béquer.
Dissolver essa massa em 40 mL de &gua destilada.
Medir o pH da solugdo resultante.

Acertar para o pH desejado com HCI ou NaOH.
Transferir o volume para uma proveta.

Completar o volume para 50 mL de tampdo.

RS

pH 5,0

pH 8,0

tamp3io citrato 200 mM pH 5,0

1. Preparar 50 mL de tampéao.

2. Pesar a massa necessdria de acido citrico para
que, ao final do procedimento, a concentragdo seja
de 200 mM.

Adicionar a massa pesada em um béquer.

Dissoiver essa massa em 40 mL de dgua destilada.
Medir o pH da solugdo resultante.

Acertar para o pH desejade com HCl ou NaOH.
Transferir 0 voiume para uma proveta.

Completar o volume para 50 mi de tampdo.

®NO U p W

tampdo borato 200 mM pH 8,0

1. Preparar 50 miL de tampé&o.

2. Pesar a massa necessaria de acido bérico para
que, ao final do procedimento, a concentragao seja
de 200 mM.

3. Adicionar a massa pesada em um béqguer.

4. Dissolver essa massa em 40 mL de dgua destilada.

5. Medir o pH da solugdo resultante

6. Acertar para o pH desejado com HCI ou NaOH.

7. Transferir ¢ volume para uma proveta.

8. Completar o volume para 50 mL de tampé&o.

pH60

pH 9,0

tampado citrato 200 mM pH 6,0

1. Preparar 50 mL da tampdo.

2. Pesar a massa necessdria de acido citrico para
Gue, ao final de procedimento, a concentragdc seja
de 200 mM.

Adicionar a massa pesada em um béquer.
Dissolver essa massa em 40 mL de &gua destilada.
Medir 0 pH da solucdo resultante.

Acertar para 0 pH desejado com HCI ou NaOH.
Transferir 0 volume para uma proveta.

Completar o volume para 50 mL de tampado.

T G R G

tampado borato 200 mM pH 9,0

Preparar 50 mL de tampao
2. Pesar a massa necessaria de acido bbérico para
que, ac final do procedimento, a concentragdo seja
de 200 mM,
Adicionar a massa pesada em um béquer.
Dissolver essa massa em 40 mL de dgua destilada.
Medir o pH da sclugdo resultante.
Acertar para o pH desejado com HCl ou NaOH.
Transferir o volume para uma proveta.
Completar o volume para 50 mL de tamp3do.

heiod o o

Formulas Estruturais e Massas Molares:
acido citrico:
fosfato de sédio dibdsico (anidro):
acido borico:

Na,HPO4
HsBO;

Constantes de dissociagédo (K) a 25 °C:

PK: = 3,14 pK; =
acido citrico pK, = 5,95 &cido fosforico pKs
pKsz = 6,39 PK3

HO-C(COOH),-COGH

Il

192,13 g/moi
141,96 g/mol

61,83 g/mol
2,12 pK; = 9,14
7,21 acido bérico pK, = 12,74
12,67 pKs = 13,80
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Pratica 12

Caracterizacao da enzima - pH 6timo

Objetivo

Determinar o efeito do pH na atividade catalitica da a-glicosidase.

Reagentes Materiais Aparelhagens

lisado de levedura (P6) banho de gelo banho 30°C

p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGlc) pipetadores espectrofotémetro
8 mM em agua pipetas

tampao carbonato-bicarbonato ponteiras

250 mM pH 11,0 suporte para tubos
tampao fosfato 200 mM pH 7,0 tubos de ensaio
tampado borato 200 mM pH 8,0
tampao borato 200 mM pH 9,0
tampao citrato 200 mM pH 4,0

H5,0
6,0

tampado citrato 200 mM p
tampao citrato 200 mM pH

14

4

Procedimento A - Dilui¢do do lisado de Saccharomyces cerevisiae

Atengao: Sera utilizada a mesma solugdo de enzima ja diluida para a Pratica 9 — Caracterizagdo da
enzima: K, e Vmax. Ndo ha necessidade de preparar uma nova diluigdo.

Procedimento B —Ensaio da atividade enzimatica

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Realizar os ensaios de atividade enzimética scbre p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGlc) em 6

diferentes valores de pH.

2. Preparar em banho de gelo, para cada pH, um conjuntc de tubos para os ensaios de atividade de
acordo com as Tabelas 1 e 3.

3. Adicionar cuidadosamente no fundo do tubo, sem deixar a amostra escorrer pela parede, os
volumes de substrato e tampao estipulados nas Tabelas 1 e 3.

4. Misturar cuidadosamente,

5. Adicionar o lisado (devidamente diluido) de Saccharomyces cerevisiae.

6. Agitar delicadamente, sem espumar.

7. Transferir todos os tubos do gelo ao mesmo tempo para um banho a 30°C.

8

9

(S

Incubar os tubos pelos intervalos de tempos indicados nas Tabelas 1 e 3.
Ao retirar cada tubo do banho, interromper a reacdo enzimatica pela adigdo de 2 mL de tampao
carbonato-bicarbonato.

10. Deixar os tubos em temperatura ambiente.

11.Usar dgua para calibrar (zerar) o espectrofotdmetro.

12.Uma vez que todos os tubos tenham sido retirados, ler as absorbancias a 420 nm.

13. Completar as Tabelas 2 e 4.

14. Determinar graficamente o pH 6timo da a-glicosidase
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FOBSERVACRO: Cada sub-grupo devera trabalhar somente com dois tampdes. Assinalar
acima de cada tabela o valor de pH utilizado. Na tabela, escrever no quadro
correspondente ao tampao utilizado qual o tampado (citrato, borato ou fosfato) e seu
respectivo valor de pH.

pH =
Tabela 1
NPaGlc 8 mM tampdo lisado diluido | tempo
tubos (mL) PH____ (mL) (min)
(mL)
branco 0,1 0,3 = =
1 01 0,1 0,2 5
2 0,1 0,1 0,2 10
3 0,1 0,1 0,2 15
4 0,1 0,1 0,2 20
Tabela 2
tubos | A4y | Asxq corrigida
branco
1
2
3
L 4
pH =
Tabela 3
NPoGic 8 mM tampao lisado diluido | tempc
tubos (mL) pH . (mL) (min)
) (mL)
branco 0,1 0,3 - =
1 0,1 0,1 0,2 5
2 01 0,1 0,2 10
3 01 0,1 0,2 15
4 0,1 0,1 0,2 20
Tabela 4
n tubos | Aupo | Aupg corrigida
branco
1
2
3
4
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Tratamento de Dados e Analise dos Resultados 3
Pratica 7 - Caracterizagdo da enzima - K, € Vax

Pratica 8 - Caracterizacdo da enzima — determinacgao do K;

Pratica 9 - Caracterizagdo da enzima — pH 6timo

INSTRUCOES:

Construir as curvas de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk para a caracterizagido da
enzima.

Construir as curvas de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk na presencga do inibidor.
Construir as curvas de atividades da a-glicosidase nos diferentes valores de pH.
Construir a curva de pH 6timo (atividade versus valor de pH).

Ao final, indicar no Relatério os valores de K, (Pratica 7); Vmax (Pratica 7); K; da
maltose (Pratica 8) e o valor de pH Stimo (Pratica 9).

Questdes para Analise dos Resultados

1.

2.

O valor de pH 6timo determinado experimentaimente é o0 mesmo no gual a enzima atua na
célula?

Nc sitio ativo da enzima ha um residuo de aminoacido acido cujo valor de pKa = 5,0. A atividade
de uma enzima é diretamente proporcional ao seu estado de dissociagdo. Ela é ativa quando o
residuo de aminoacido esta desprotonado. Esbocar uma curva de atividade de uma enzima em
fungao do pH do meio. :

No sitio ativo da enzima hd um residuo de aminoacido basico cujo valor de pKa = 9,0. A
atividade de uma enzima é diretamente proporcional ao seu estado de dissociacdo. Ela é ativa
quando o residuo de aminodacido estd protonado. Esbocar uma curva de atividade de uma enzima
em funcdo do pH do meio.

No sitio ativo da enzima ha dois residuos de aminoacidos, um acido e outro basico, cujos valores
de pKa sdo respectivamente 5,0 e 9,0. A atividade de uma enzima é diretamente proporcional ac
seus estados de dissociacdo. Ela é ativa quando o residuo de aminoacido Acido esta
desprotonado e o residuo do aminoacido basico esta protonado. Esbogar uma curva de atividade
de uma enzima em fungdo do pH do meio.

Correlacionar os esbogos com a curva de pH 6timo obtida.

Por que o valor de pH afeta a atividade da a-glicosidase? Explicar detalhadamente.

TABELA 1 -~ PARA O CALCULO DE Ky, E Vyuax

tubos Aazg fator n® de mols | velocidade
(unidades de abs) de correcao (nmol) (nmol/min)
! 23
2 § 5
; 2%
= &S
9 &
6 8E
= i Ea
a9
8 + 'g
* R
10 g
11 > &
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TABELA 2 - PARA O CALCULO DE Ky, E V,uux

GRAFICO GRAFICO
(MICHAELIS-MENTEN) (LINEWEAVER-BURK
[S] velocidade 1/[S] 1/velccidade
(mM) | (nmol/min mM)! | (nmol/min)™*
0,05 20,0
0,1 10,0
0,2 5,0
0,3 3,3
0,4 2,5
0,5 2,0
0,8 1,3
1 1,0
2 0,5
2,6 0,4
3 0,3
Ku = mM Vyuax = mu (NMOL/MIN)
TABELA 3 - PARA O CALcutO bO K, - [I] = M
tubos Asag fator n°® de mols| velocidade | [S]
w”gi‘i? de de correcao (nmol) | (nmol/min)| (MM)
1 © 0,2
2 a E 6-? 0,5
3 ted3 B 0,8
X®ootC
4 M s g .;g 1,0
5 >~-§ 2% 2,0
6 ~ 3,0
__TABELA 4 — PARA O cALcuio po K, - [I] = M
GRAFICO GRAFICO
(MICHAELIS-MENTEN) (LINEWEAVER-BURK)
[S] | \velocidade 1/[S] | 1/velocidade
{(mM) | {nmol/min) (mM)* | {nmol/min)™*!
0,2 5,0
0,5 2,0
0,8 13
1 1,0
2 0,5
3 0,3
K, = mM
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DETERMINACAO GRAFICA DA CONSTANTE DE INIBIDOR: K;

A velocidade maxima da reacdo depende da quantidade de enzima utilizada. A velocidade maxima é
sempre a mesma, qualquer que seja a concentracdo de inibidor competitivo empregada.

A velocidade dareacdo E + S :: ES——~= E+ P

é dada pela formula V5 = K5.[ES]
e o grafico 1/v, versus 1/[S] para diferentes concentragbes de inibidor competitivo é o seguinte:

1
4
Vo
/ |
1
Vmax
ol < < i
b L S| _
Km Kma Kmy, Kmy o

Kma,, Kma,, Kma; = Km aparente para [1],, [11,, [1];, respectivamente [S]
Para cada concentragdo de inibidor, ha uma relacdo entre o Km e 0 Km, (Km aparente) expressa
pela equacado

(1]

K

[

1. Cada sub-grupo (X1, X2 e X3) devera fazer seus graficos de cinética enzimatica com inibidor. Do
grafico sera encontrado ¢ valor de Kmj;

2. Da razdo de Kmy e Km sera encontrado o valor de o;

3. Com os dados des trés sub-grupos (X1, X2 e X3) é possive! fazer um grafico que ira relacionar «
e [I];

4. Notar que quando o valor de [I] = 0, o = 1. A reta tera que passar, portanto, necessariamente,
por 1;

5. Dai deve-se extrapolar os pontcs. O ponto no qual a reta cruza o eixe x € o valor numérico
negativo de K;,

Km, = Kmxa onde a =1+

[1] K [1]
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CALcuLO po pH 6TIMO

TABELA PARA O CALCULO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

PH =
tubos Aszo A4y Corrigida fator n® de mols | tempo
{unidades de abs) | (unidades de abs) de corregdo {nmol)
(- brancos)
branco de substrato o
branco de enzima ©a
o QN
282
1 c 08 5
]
2 = g 10
T
3 + 89 15
% O &
4 ©2c 20
n3
. -
5 40

TABELA PARA O CALCULO DO VALOR DE PH 6TIMO
Valor de pH Atividade Enzimatica
(mu)

3,0
4,0
5,0
6,0
7,0
8,0
9,0
16,0
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Planejamento 4

PRATICA 13 - PURIFICACAO DE PROTEINAS: PRECIPITACAO COM SULFATO DE AMONIO
Questdes para Discussdo

1. A bactéria Escherichia coli produz abundantemente uma enzima chamada B-galactosidase. Esta
enzima hidrolisa dissacarideos formando monossacarideos (lactose — galactose + glicose). Um
lisado de E. coli foi submetido a um tratamento com solucdo saturada de sulfato de amoénio
segundo o fluxograma abaixo. Utilizando-se o lisado inicial, o precipitado e o sobrenadante do
tratamento foram feitos ensaios de atividade enzimatica de B-galactosidase. Os resultados
experimentais encontram-se anexados nas tabelas abaixo.

Baseando-se nos resultados experimentais preencha as tabelas e calcule o enriquecimento e a

recuperacac da pB-galactosidase em cada uma das fragdes.

Observacoes:

e volume dos ensaios: 0,2 mL;

+ nestes ensaios o substrato utilizado foi o p-nitrofenil-g-glicosideo, cujo produto de hidrolise é
o p-nitrofenol;

e 0o p-nitrofenol é detectado espectrofotometricamente utilizando um comprimento de onda de

420 nm;
0,5 mL de
lisado 0,210 mL
de suifato
< de amoénio
saturado
Centrifugacdo 7.000X g ——
Sobrenadante —
(0,7 mL) Precipitado
(ressuspenso em 0,5 mL)
atividade atividade/mL .. -~ |ATIVIDADE/mL
AMOSTRAS | 45 lisado diluido | do lisado diluido d"(")g“ do lisado
(mU) {(mU/mL) (mU/mL)
lisado 2,45 12,26 600
sobrenadante 1,18 5,88 600
Precipitado 0,13 0,66 600
volume total | ATIVIDADE | conicentracao| ATIVIDADE
AMORTRAS da fragdo TOTAL de proteina | ESPECIFICA
(mL) (mU) (mg/mL) (mU/mg)
lisado 19,3
sobrenadante 6,4
Precipitado 1,7 |
AMCSTRAS |ENRIQUECIMENTO RECUPERACKO
(xX) (%)
lisado
sobrenadante
Precipitado

2. Definir enriquecimento enzimatico de uma fragao.
3. Definir recuperagdo enzimatica em uma fragdo.
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Discussao da Pratica 13

4. Construir um fluxograma detalhado do processo de purificacdo da enzima com (NH4),S0,.

5. No final da Pratica 13 hd uma tabela denominada nomograma. Definir nomograma de sulfato
de amonio.

6. Use o0 nomograma para calcular a porcentagem de (NH,;),S04 de cada passo da purificacao.

7. Como a determinacdo da atividade especifica de uma enzima durante as varias etapas de uma
purificacao pode ser relacionada com a purificacdao da enzima?

8. Que procedimentos devem ser seguidos para se ter certeza da pureza da enzima?

Nomograma

A tabela abaixo apresenta os mililitros {(mL) de solugdo saturada de (NH4),S0,4 a serem adicionados
a um litro de solugdo para produzir a variagao desejada na porcentagem de saturagdo. As variagoes
de volume devidas a dissolucdo (apds a mistura) sdo despreziveis. O pH de uma soiugao de sulfato
de amoénio saturado & aproximadamente 5,5. O pH pode ser ajustado a 7 pela adi¢do de algumas
gotas de NH4OH concentrado.

Concentragdo inicial de (NiHs),SO4 na preparagdo
(% de saturagdo)

o} 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Concentragdo final de (NH4).S0,4 desejada

(% de saturagdo)

5 52,6
10 111 55,8
15 177 118 58,8

20 250 188 125 62,5 Fr A TEL A
25 333 267 200 133 66,7 BIRLIOT =Y

30 429 357 286 214 143 71,4 ey s E GUIMICA
35 559 462 385 308 231 154 76,9 INSTITUTO D W o
40 667 583 500 417 333 250 167 83,3 Universidade de Sa0

45 818 727 637 546 455 364 273 182 91

50 1000 9S00 800 700 600 500 400 300 200 100

55 122z 1111 1000 889 778 667 556 444 333 222 111

60 1500 1375 1250 1125 1000 875 750 625 500 375 250 125

65 1857 1714 1571 1429 1286 1143 1000 857 714 571 429 286 143

70 2333 2167 2001 1833 1667 1500 1333 1167 1000 833 667 S00 333 167

75 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200

80 4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 250

85 5667 5333 5000 4667 4333 4000 3667 3333 3000 2667 2333 2000 1667 1333 1000 667 333

90 900C 8500 8000 7500 7000 6500 6000 5500 5000 4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Pratica 13
Purificacdo de proteinas: precipitacio com sulfato de

amonio
Objetivo
Purificar parcialmente a a-glicosidase por salting out.
Reagentes Materiais Aparelhagens
agua destilada banho de gelo banho 30°C
lisado de levedura (P6) cubetas para leitura centrifuga
p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGlc) 4 mM  papel de filtro espectrofotometro
em tampdo fosfato 100 mM pH 7,0 pipetadores vortice
reagente de Bradford pipetas
acido fosforico 85% ponteiras
Coomassie Blue G® suporte para tubos
metanol tubos de ensaio
sulfato de amoénio saturado pH 7,0 tubos Eppendorf®

tampao carbonato-bicarbonato 250 mM

pH 11,0

tampao fosfato 100 mM pH 7

Procedimento A - Precipitacdo com sulfato de amonio

IMPORTANTE: A ADICAO DA SOLUGAO DE SULFATO DE AMONIO DEVE SER
FEITA LENTA E GRADUALMENTE, SOB AGITACAO CONSTANTE. CASO NAO
SEJA FEITA DESSA FORMA, A PRECIPITACAO NAO SERA SATISFATORIA.

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIC EM BANHO DE GELC

Adicionar em um tubo Eppendorf 1 mL de lisado de levedura.

Adicionar lentamente 30 uL de solugdo de sulfato de am6nio, mantendo o tubo Eppendorf sob
agitacdo constante.

Adicionar lentamente 100 uL de solucdo de sulifato de amonio, mantendo o tubo Eppendorf sob
agitagdo ccnstante.

Repetir 0 processo mais 3 vezes.

NO TOTAL DEVEM SER APICIONADOS NC TUBO EPPENDORF 430 ni. DE SOLUCAO DE
SULFATO DE AMONIO.

10.
11.

12.

Manter a solugao em temperatura ambiente durante 15 min.

Centrifugar a 7000x g por 10 min a 4°C.

Transferir cuidadosamente o sobrenadante para um tubo de ensaio limpo e identificado como 51
(Sobrenadante 1).

Remover 0,2 mL de S1 para um tubo Eppendorf identificado como S1. RESERVAR PARA USO
POSTERIOR.

Ressuspender o material pracipitado em 1,0 mL de tampao fosfato.

Identificar ¢ tubo Eppendorf como P1 (Precipitado 1).

Adicionar lentamente ao material do tubo de ensaio S1 100 uL de solucdo de sulfato de aménio,
mantendo o tubo sob agitacdo constante.

Repetir 0 processe mais 15 vezes.

NO TOTAL DEVEM SER ADICIONADOS NO TUBO DE ENSAIO 1,6 mL DE SOLUTAO DE
SULFATO DE AMONIO.

13.
14.
15.
16.

17.
18.

Manter 0 tubo em temperatura ambiente por 15 min.

Transferir a solucao cuidadosamente para dois tubos Eppendorf.

Centrifugar a 7000x g por 10 min a 4°C.

Transferir os sobrenadantes para dois tubos Eppendorf® limpos e identificados como S2
(Sobrenadante 2).

Ressuspender o precipitado em 0,5 mL de tampado fosfato.

Identificar o tubo como P2 (Precipitado 2).
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DILUICOES PARA OS PROCEDIMENTOS B E C

Diversas diluicbes do lisado de Saccharomyces cerevisiae e suas fracdes sdo necessarias para os
procedimentos de dosagem de proteina e determinagdo da atividade enzimatica. Para isso seguem
os procedimentos para as diluigcdes requeridas. Prestar atencdo quais as diluicoes cada

procedimento requer.

Lisado
L200X (proteina) Transferir 50 uL de lisado de levedura para um tubo de ensaio.
Adicionar 9950 ulL de agua destilada.
Homogeneizar.
Identificar o tube de ensaio como L200X.
L600X (atividade) Transferir 400 pL de L200X para um tubo de ensaio.
Adicionar 800 uL mL. de agua destilada.
Homogeneizar
Identificar o tubo de ensaio como L600X.
Fracao S1

S$1 100X (proteina)

S1 600X (atividade)

Transferir 50 pL de S1 para um tubo de ensaio.
Adicionar 4950 uL de agua destilada.
Homogeneizar.

Identificar o tubo de ensaio como S1 100X. -

Transferir 200 uL. de S1 100X para um tubo de ensaio.

Adicionar 1000 uL de agua destilada.
Homogeneizar.
Identificar o tubo de ensaio como S1 600X.

Fragao P1
P1 10X (proteina)

P1 600X (atividade)

Transferir 50 plL de P1 para um tubo de ensaio.
Adicionar 450 ul. de aqua destiiada.

Homogeneizar.

Identificar o tubo de ensaio como P1 10X.
Transferir 50 ul. de P1 10X para um tubo de ensaio.
Adicionar 2950 uL de agua destilada.
Homoagaeneizar.

Identificar 0 tubo de ensaio como P1 500X

Fracdao 52
S2 10X (proteina)

Transferir 50 uL de S2 para um tubo de ensaio.
Adicionar 450 ulL de dgua destilada.
Homogeneizar.

Identificar o tubo de ensaio como S2 10X.

Fracao P2
P2 100X (proteina)

P2 400X (atividade)

Transferir 50 ul. de P2 para um tubo de ensaio.
Adicionar 4950 pui. de dgua destilada.
Homogeneizar.

Identificar o tubo de ensaio como P2 100X.

Transferir 200 ul. de P2 100X para um tubo de ensaio.

Adicionar 1000 pL de &gua destilada.
Homogeneizar.
Identificar o tubo de ensaio como P2 400X.
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1. Adicionar em cada tubo os volumes de amostras (devidamente diluidas) e dgua estipulados na

Tabela 1.
2. Adicionar o reagente de Bradford.
3. Homogeneizar em vortice.
4. Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotOmetro.
5. Ler as absorbancias a 595 nm.
6. Completar a Tabela 2.
Tabela 1
amostras A
tubos | lisado 200X | S1 100X | P1 10X | S2 10X | P2 100X ?33 Brr‘;fjgff:’dte(ﬁ)
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
branco = - = = - 1,0
1A 0,1 - - - - 1,0
18 0,1 - - - - 1,0
2A - 0,1 - - - 1,0
2B - 0,1 - - - 1,0
3A - - 0,1 - - 1,0
3B - - 0,1 - - 1,0
4 A - - * 0,1 = 1,0
4B - - - 0,1 - 1,0
5A - - - - 0,1 1,0
5B _ - - - 0,1 1,0
Tabela 2
Asgs fator de massa | volume | concentracao s concentragao
tubos | Ases corrigida | correcdo | (mg) (mL) (mg/mL) diluigoes | (mg/mL
brance : = = - -
1A
1B
2 A
2B curva
3A padrao
de
38 proteinas
4 A
4B
5A
5B
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Procedimento C - Determinacdo das atividades enzimaticas

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO ‘

Preparar um conjunto de tubos de ensaio para as determinacdes das atividades enzimaticas de
acordo com as Tabelas 3, 4,5, 6 e 7.

2. Adicionar em cada tubo os volumes de NPaGlc e dgua estipulados nas Tabelas 3, 4,5, 6 e 7.

W

&

10 0 N

Adicionar o lisado e as fracdes (devidamente diluidos). Preparar os tubos dentro do banho
de gelo.

Transferir todos os tubos ac mesmo tempo para um banho a 30°C.

Incubar os tubos pelos intervalos de tempos indicados nas Tabelas 3, 4, 5,6 e 7.

Ao remover cada tubo, interromper a reagdo enzimatica adicionando 2 mL de tampdo carbonato-
bicarbonato.

Deixar os tubos em temperatura ambiente.

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.

Uma vez que todos os tubos tenham sido retirados, ler as absorbancias a 420 nm.

10 Completar as Tabelas 3, 4,5, 6 e 7.
11. Calcular a atividade enzimatica da a-glicosidase do lisado e suas fragoes.

Tabela 3 Tabela 4
NPaGlc lisado NPaGlc |fragao S1
tubos | 4mM | L600OX t&'ﬂg;’ Auzo | | tubos | 4 mM 600X t&'ﬂg;’ Adz0
(mL) (mL) (mL) (mL)
1 0,2 0,2 5 5 0,2 0,2 5
2 0,2 0,2 10 6 0,2 0,2 10
3 0,2 0,2 15 7 0,2 0,2 15
4 0,2 0,2 20 8 0,2 0,2 20
- Tabela 5 Tabela 6
NPaGlc | fragdo P1 NPaGlc ~
tubos | 4mm | 600X tfﬂ’q‘?ﬁ;’ Aso | | tubos | 4 mM f’af;f)sz t(en':;,ﬁ’;’ Aszo
(mL) (mL) (mL)
9 0,2 0,2 5 13 0,2 0,2 5
10 0,2 . 0,2 10 14 0,2 0,2 10
11 0,2 S 0,2 15 15 0,2 0,2 15
12 0,2 0,2 20 16 0,2 0,2 20
Tabela 7
NPoGlc | fragdo P2 tempo
tubos 4 mM 4'-00?( (min) Asro
__(mL) (mi)
17 0,2 0,2 5
18 0,2 0,2 10
19 0,2 C,2 15
20 0,2 0,2 20

48



212
Tratamento de Dados e Analise dos Resultados 4

PRATICA 13 - PURIFICACAO DE PROTEINAS: PRECIPITACAO COM SULFATO DE AMONIO

INSTRUGOES:

1. Calcular as concentragdes de proteinas nas fragdes S1, P1, S2 e P2.

2. Construir os graficos necessarios para a determinagdo das atividades enzimaticas em
cada uma das fragoes.

. Determinar a atividade da a-glicosidase nas fracoes S1, P1, S2 e P2.

Calcular as atividades totais da a-glicosidase nas fragoes S1, P1, 2 e P2.

Calcular as atividades especificas da a-glicosidase nas fragoes S1, P1, S2 e P2.

Calcular a RECUPERAGAO nas fracoes S1, P1, S2 e P2.

Calcular o ENRIQUECIMENTO nas fracoes S1, P1. S2 e P2.

Escolher a fracio com melhor RECUPERAGAO e ENRIQUECIMENTO.

ONOUAW
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Planejamento 5

PRATICA 14 - PURIFICACAO DE PROTEINAS — CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
Questoes para Discussao

Definir cromatografia.

Quais os diversos tipos de cromatografia existentes?

O que é eluicdo?

Qual é o principio da cromatografia de troca i0nica?

Quais os tipos de resinas que podem ser utilizados numa cromatografia de troca idnica?
Qual a relacao entre o valor de pH e a carga da resina?

Qual a relagdo entre o valor de pH e a carga da enzima a ser purificada?

Como definir o pH no qual se deve purificar a enzima? E a concentragao de sal?
O que é eluicdo por gradiente salino?

10 O que é um gradiente salino continuo?

11.0 que é um gradiente salino descontinuo?

12. Como se faz experimentalimente cada um dos gradientes?

CONO GNP WN

Discussio da Pratica 14

13. Por que é necessaria a remocado do sulfato de amonio antes de fazer a cromatografia?
14, Que outro método poderia ser utilizado para remover o sulfato de amonio?

15.0 que é empacotamento de um resina? Como deve ser feito o empacotamento?

16. Que resina de troca i6nica sera utilizada na Pratica 15?

17.Quais eluentes serdao utilizados nesta cromatografia?

18. Por que se usara cromatografia de troca idnica para a purificagdo da enzima?

19. Construir um fluxograma detalhado da Prética 15.
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Pratica 14
Purificacdo de proteinas - cromatografia de troca ionica

Objetivo
Proceder a separacao de proteinas utilizando resina de troca idnica.
Reagentes Materiais Aparelhagens
agua destilada banho de geic banho 30°C
dietilaminoetilsephadex (DEAE-Sephadex) bastoes de vidro espectrofotémetro
fragdo escolhida (P14) béqueres vortice
p-nitrofenil-a-glicosideo (NPaGIc) 4 mM espatulas

em tampao fosfato 100 mM pH 7 garras
reagente de Bradford Ia de vidro

acido fosférico 85% mangueiras

Coomassie Blue G® papel de filtro

metanol pipetadores
Sephadex G-25%® pipetas
tampado carbonato-bicarbonato 250 mM pipetas Pasteur 15 cm

pH 11 (suporte da cromatografia)

tampado fosfato 10 mM pH 6,8 ponteiras

tampdo fosfato 10 mM pH 6,8 com NaCl presilhas

1M seringas
suportes para tubos de ensaio
suportes para as pipetas
de Pasteur
tubos de centrifuga
tubos de ensaio
tubes Eppendorf
tubos Falcon 10 mL

Procedimento A - Extracdo do sulfato de amonio

S N

Utilizar uma seringa como suporte da resina.

Colocar um pouco de 1@ de vidro no seu interior.

Compactar a |13 de vidro na base utilizando um bastéo de vidro.

Lavar a seringa com agua destilada para retirar fragmentos de 13 de vidro.
Homogeneizar com um bastdo de vidro a suspensao contendo a resina.

A quantidade de resina deve ser proporcional ao volume da amostra que deve ser
adicionada: 1 mL de resina para 100 L de amostra, aproximadamente.
Adicionar a suspensao.

Deixar decantar.

Renetir essa operacao até a resina ocupar o interior da seringa.

Com a resina empacotada, lavé-la com 10 mL de tampao fosfato 10 mM pH 6,8.

.NUNCA DEIXAR A RESINA SECAR.

. Colocar a seringa dentro de um tubo de centrifuga.

.Adicionar a fracdo escolhida na seringa

. Centrifugar o conjunto seringa + tubo de ensaio a 800x g por 2 min.
.Recolher o liquido do tubo de centrifuga.

. Adicionar a solugao em tubo(s) Eppendorf(s).

Procedimento B —- Hidratagdo da DEAE-Sephadex

Pesar 0,5 g de DEAE-Sephadex em um béquer.
Adicionar 100 mL de tampao fosfato 10 mM pH 6,8.
Misturar bem utilizando um bastao de vidro.
Decantar de um dia para o outro.
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Procedimento C - Montagem da coluna de troca idnica

NoUA WD

8.
9

10.
. Esvaziar a coluna.
12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19,

11

20.
21.
22,

23.
24.

Montagem fisica da coluna

Utilizar uma pipeta Pasteur de aproximadamente 15 cm como suporte da resina.
Prender a pipeta hum suporte.

Colocar um pouco de la de vidro no seu interjor.

Compactar a 13 de vidro na base utilizando um bastdo de vidro.

Lavar a coluna com agua destilada para retirar fragmentos de 13 de vidro.
Adaptar uma mangueira de aproximadamente 6 cm na saida da pipeta.

Fechar a mangueira com uma presilha.

Processo de empacotamento

Fechar a presilha.

Com a coluna fechada, adicionar 1 mL de agua destilada.

Marcar com uma caneta na pipeta Pasteur na altura do topo da coluna de agua (Marca 1).

Fechar a presilha.

Homogeneizar com um bastdo de vidro a suspensdo contendo a resina (Procedimento A).
Adicionar a suspensdo até a Marca 1.

Deixar decantar.

Repetir essa operagdo até a resina ocupar o interior da pipeta Pasteur até a Marca 1.

Com a resina empacotada, lava-la com 20 mL de tampé&o fosfato 10 mM sem NacCl.

Apos a lavagem, fechar a presilha.

Deixar 3 mm de tamp&o acima do topo da resina. NUNCA DEIXAR A RESINA SECAR.
Preparacao da coluna para 2 crematogiafia

Adicionar 1 mL de tampdo fosfato na coluna com a presilha fechada.

Marcar com uma caneta na pipeta Pasteur o topo da coluna de tampao (Marca 2).

Adicionar mais 1 mL de tampdo fosfatc e marcar novamente com uma caneta o topo da coluna
de tampao (Marca 3).

Abrir a presilha e deixar drenar o tampao até restar 3 mm de tamp&do acima do topo da resina.
Fechar a presilha.

A coluna estara pronta para ser usada. A figura abaixo representa a situacao final da coluna

< MARCA 3 |2 mL acima do topo da resinal
< MARCA 2 [1 mL acima do topo da resinal
< MARCA i [topo da coluna

LA DEVIDRO — » ?
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Procedimento D - Cromatografia de troca ionica

OBSERVACAQO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Aplicacdo da amostra

1. Diluir a fragdo escolhida tomando 0,4 mL da fracdo e adicionando 0,6 mL de tampao fosfato 10
mM sem NacCl.

2. Verificar se a presilha esta fechada.

3. Utilizar uma pipeta para transferir toda a amostra (devidamente diluida) homogeneamente para

a coluna. A amostra deveré estar proxima a Marca 2.

. Abrir a presilha.

Deixar a amostra escoar pela coluna até cerca de 3 mm acima do topo da resina (Marca 1).

Fechar a presiiha.

Eluicdo das proteinas ndo retidas pela coluna

Adicionar cuidadosamente tampdo fosfato sem NaCl até a Marca 3.

Abrir a presilha permitindo que o tampao flua pela resina.

Coletar cada mL (mililitro) em um tubo de ensaio.

0.Trocar o tubo de ensaio e adicionar mais 1 niL de tampdo sempre que o tampdo chegar a Marca

2.

11.Fechar a presilha ao final da coleta do tubo 8.

12. Adicionar cuidadosamente tampdo até a Marca 3.

13. Coletar mais dois tubos, sem adicionar tampao. )

14. Ao final da coleta do tubo 10, a coluna do tampao devera estar cerca de 3mm acima da Marca 1,
ou seja, no topo da resina.
Eluicao das proteinas retidas pela coluna

15. Adicionar cuidadosamente tampdo fosfato com NaCl até a Marca 3.

16. Abrir a presilha e permitir que o tampao flua pela resina.

17.Coletar cada mL (mililitrc) em um tubo de ensaio.

18.Trocar o tubo de ensaio e adiciornar mais 1 mL de tampdo sempre que o tampao chegar a Marca
2.

19. Fechar a presilha ao final da ccleta do tubo 18.

20. Adicionar tampdo até a Marca 3.

21.Coletar mais dois tubos, sem adicionar tampéo.

22.Fechar a presilha ao final da coleta do tubo 20.

o v

H 0 00 N

Procedimento E - Identificacdo das fracdes que ccntém a a-glicosidase

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Adicionar em cada tubo os volumes de NPuGlc e eluatos da cromatografia (tubos numerados de
1 a 20) estipulados na Tabela 1. Preparar os tubos em banho de gelo.

Transferir todos os tubos ao mesmo ternpo para um banho de 30°C.

Incubar os tubos por 10 min.

AG remover ¢s tubos, adicionar em cada um 2 mL de tampéao carbonato-bicarbonato pH 11,0.
Deixar os tubos em temperatura ambiente.

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.

Ler as absorbéancias a 420 nm nos tubos que apreseniarem cor.

Completar a Tabela 2.

Construir um grafico que relacione absorbancia e os nimeros dos tubos.

0.Reunir os conteudos dos tubos que apresentarem atividade enzimatica em um tubo Falcon
identificado como MATERIAL DEAE.

—

HOONT U WN
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Tabela 1
NPaGlc tubos da cromatografia (mL)

KRS ‘znTLl\)d 1123|456 |7|8|9|10|11]12]13|14]15|16/|17|18]19]|20
1 0,2 loz2| - L=} =] =]=|==k-f[=}-]=]=F}=0=4=-}=f=7]=][5+
2 02 [-Jo2[-|-[-1-1-T-1-1T-1T-1T-1T-1T-1-1-1-"1-71-1-
3 0,2 = =22 £ f=q2lebzllzgd == falds|l=f=021=2F]=
4 02 |- [-[-Jo2[-T-1-1-T1-1-[-1T-T-1-1-1T-1-1-1-1-
5 0,2 =l =f{=1-102l-]1-f{-4=-{-1-{-1-1=-1=1-=-|1-1-1-1-+
6 02 [-[-[-1-T-Jo2| -T-T-T-1-1-T-1T-1-1T-1-1T-1-1-
7 02 |- -[-[-1-T-Jo2[ -1 -T-[-1-[-[-"1T-"1T-1-"1-"1-1-
8 02 | -1-T-1T-T-T-T-TJo2] -T-1-1T-1T-1T-1T-01-1-1-1-1-
9 02 |-|-T-1T-1T-1T-T-F-TJoea[ -[-1-1T-F-1-1T-1T-1-1T-T1-
10 | 02 |- -1-T1-1-1-"1T-1T-T-TJo2| _[-1-1-1-1-1-1T-"T1-T%-
11 | 02 [-[-[-T1-1T-[-[-T1T-"1-"T-"TJo2[-T-]T-[-T-"1-"[-1-71-

12 {02 [-1-T-T1-T-1T-1T-01-1T-1T-T-"To2[-1-1T-T-1-"1-1-1-
13 1 02 {-[-[-T-1-[-T-1-{-@1-"01-"T]T-"Jo2[-[-V1-|]-"41-"@1-T-+-
14 } 02 (- -1-]-1-T-1T-T-1-1-1T-1T-T-TJe2-]-}1-1-1-]1-
151 02 [-[-T-1-T-"1-"1T-"1T-1-1-01T-"1-T-"1T-Jo2[-1]-1]1-1-71-
16 | 02 [-[-[-1-[-[-[-1-"{-]-"[-"[-]-T-T-"Je2[-[]-7]-1-
17 | 02 | ~J-J=T-l-]=4t-FJ=1-1=~T-T-T-JT=T-F-~lo2]=-]=]-
18 02 [-[-T-T-T-[-[T-T-T-01T-"T1T-"[-1-1-1-"1-91]-T"02[-1-
19 [ 02 [-1-T-T-T1T-"01-T-1-"T-1-T-T-1-1-"T-"1-"1T-1-Toz2]-
20 [ 02 [ -[-T-[-T-07T-T-T-T-1T-1-T1T-T-1T-1T-1T-1T-1T-1-To,.2

Tabela 2
tubos | A4 tubos | A4z
1 11
2 12
3 13
4 14
5 15
S) 16
7 17
8 18
9 19
10 20

Procedimento F - Determinacdo das atividades enzimaticas

OBSERVAGCAO: MANTER TURBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

- i i

L@ NG

Adicionar em cada tubo de ensaio 0s volumes de NPaGlc e MATERIAL DEAE estipuiados na
Tabela 3. Preparar os tubos em banho de gelo.

Transferir todos os tubos ao mesmo tempo para um banho a 30°C.

Incubar os tubos pelos intervaios de tempos indicados na Tabela 3.

Ao remover cada tubo, interromper a reacao enzimatica adicionando 2 mL de tampao carbonato-
bicarbonato pH 11,0.

Deixar os tubos em temperatura ambiente.

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotometro.

Uma vez que todos os tubos tenham sido retirados, ler as absorbancias a 420 nm.

Completar a Tabela 4.

Calcular a atividade da «-glicosidade no Material DEAE.
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Tabela 3
NPaGlc 4 mM | material DEAE | tempo
tubos (mL) (mL) (mig
1 0,2 0,2 5
2 0,2 0,2 10
3 0,2 0,2 15
.4 0,2 0,2 20
___Tabeila 4
tubos | A4
1
2
3
4

Procedimento G - Dosagem de proteinas

QA WN e

Adicionar em cada tubo os volumes de agua e material DEAE estipulados na Tabela 5.
Adicionar o reagente de Bradford.

Homogeneizar em vortice

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotometro

Ler as absorbancias a 595 nm.

Completar a Tabela 6.

Calculos e Graficos
Construir o grafico necessario para a determinacdo da atividade enzimadtica no material DEAE.
Expressar os resultados em mU/mi;
Em sequida, baseado na determinagdo de proteinas feita no material DEAE, determinar a

1.

2.

3.

Tabela 5
material sgua reagente de
tubos DEAE L Bradford
(my) | (MY (mL)
branco - 1,0 1,0
1 0,1 0,9 1,0
2 0,3 0,7 1,0
3 0,5 0,5 1,0
Tabela 6
tubos | Asgs | Asgs COfF.
branco
1
2
3

atividade especifica, em mU/mg proteina,
Calcular a recuperacdo da atividade e o enriquecimento apds a cromatografia de troca idnica.
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Tratamento de Dados e Analise dos Resultados 5
PRATICA 14 - PURIFICACAO DE PROTEINAS — CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

INSTRUCOES:

1. Calcular a concentragdo de proteinas no poo/ de eluatos da cromatografia denominado
MATERIAL DEAE.

Construir o grafico necessaric para a determinacdo da atividade enzimatica no
MATERIAL DEAE.

Determinar a atividade da «-glicosidase no MATERIAL DEAE.

Calcular a atividade total da a-glicosidase no MATERIAL DEAE.

Calcular a atividade especifica da a-glicosidase no MATERIAL DEAE.

Calcular a RECUPERACAO no MATERIAL DEAE.

Calcular o ENRIQUECIMENTO no MATERIAL DEAE.

NOUAW N
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Planejamento 6

PRATICA 15 - PURIFICAGAO DE PROTEINAS — ELETROFORESE
Questdes para Discussao

1. O que é eletroforese?
2. Conforme a figura abaixo, uma mistura de trés proteinas cujos valores de pI sdao 4,0; 7,0 e

w

a2

11,0 foi submetida a eletroforese. Usando-se tampdes de valores de pH = 4,0; 7,0 e 11,0
esquematizar as posigoes relativas das trés proteinas em cada tampao.

45V in DC (5 batteries of3 V)

/ﬁ\’f e

pencil kne paper fiter
Figure 21 - Apparatus for paper electrophoresis.

http://www.funsci.com/fun3_en/experl/experl_21.gif

As proteinas contidas em uma mistura deverdo ser separadas por eletroforese. Quais 0s
elementos necessarios para se fazer uma eletroforese eficaz?

Proteinas de mesma carga correriam a mesma distancia numa eletroforese? Justificar.

H& alguma possibilidade de se separar proteinas diferentes s que de cargas iguais?

O que significa SDS-PAGE?

Uma amostra contendo duas proteinas (A e B) foi aplicada em uma eletroforese usando o
dispositivo ilustrado abaixo. A proteina A apresenta um valor de pI = 4,0. A proteina B
apresenta um valor de pI = 7,0.

solugdo
tamponante
amostra

||
el

Gel de poliacrilamida

<SS

solugao
tamponante

a.A qual eletrodo estas proteinas migrariam em uma eletroforese efetuada num tampao de
valor de pH = 2,0?

b.Em num tampao de valor de pH = 4,0?

c. Em num tampao de valor de pH = 7,0?

d.Em num tampao de valor de pH = 11,0?

e.Supondo que as proteinas A e B apresentem a mesma massa molar, representar a posigao
relativa entre estas proteinas em uma eletroforese efetuada num valor de pH = 8,0.

f. Caso haja dados sobre a massa molar de A e B seria possivel construir a representagao
anterior?

Il
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g.A mesma amostra foi corrida numa eletroforese SDS-PAGE. Em direcdo a qual eletrodo
estas proteinas deveriam migrar? Por que?

h.Supondo que a proteina A tenha o dobro da massa molar que a proteina B, representar a
posicao relativa entre estas proteinas numa eletroforese SDS-PAGE.

i. Supondo que a concentragdo de poliacrilamida do gel de SDS-PAGE anteriormente usado
fosse aumentada de 10% para 20%, qual seria a posicdo relativa entre as proteinas A e B?
Cemparar a posicdo relativa nos dois géis de concentragdo diferentes.

Discussdo da Pratica 15

8. Que solugbes serdo usadas na Pratica 15? Quais sua fungdes?

9. Qual a fungao do gel de separagao? '

10. Qual a fungée do gel de empilhamento?

11. Por que os geéis contém SDS?

12.Conforme as tabelas explicar as semelhancas e diferencas entre os géis de separagado (Tabela 1)
e empilhamento (Tabela 2).

Tabela 1 Tabela 2
solucoes volume solucoes volume
agua 4,02 mL agua 3,05 mL
SDS 100 g/L 100 pL SDS 100 g/L 50 uL
solucdo A 3,33 mL solucao A 1 0,65mL
solucdo B 2,5 mL solucao C 1,25 mL
temed 5 uL temed 5 puL
persulfato de amonio 50 pulL ersulfato de aménic 25 ul
VOLUME TOTAL VOLUME TOTAL

13. Explicar como havera a formagao do gel de poliacrilamida.
14.Faca um FLUXOGRAMA DETALHADO da Pratica 15.
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Pratica 15

222

Purificacdao de proteinas - eletroforese

Objetivos

Verificar a eficiéncia das etapas de purificagdo da a-glicosidase.

Reagentes

acido acético

acido cloridrico

acrilamida

agua destilada

azul de bromofenol 5 g/L

Coomassie Blue R®

dodecil-sulfato de sodio (SDS) 100 g/L
glicerol

glicerol 50 g/i.

glicina

lisado de levedura (P6)

material DEAE (P15)
B-mercaptoetanol

metanol

N’,N’-bis metilenoacrilamida
N,N,N’,N’-tetrametil-etilenodiamino (TEMED)
persulfato de amodnio 100 g/L
precipitado P2 (P13)

Materiais

anéis de borracha
barras magnéticas
béqueres

cola para vedacgdo
cubas de eletroforese

Apareihagens
Agitador magnético
banho fervente
concentrador a vacuo
(Speedvac®)
fonte de eletioforese

kit para montagem de géis

luvas

membranas de didlise
micropipetadores
microtubos (Eppendorf®)

pipetas

pipetas Pasteur
placas de Petri
ponteiras

suportes de isopor
suportes para tubos
tubos de ensaio

tris

| Composicdo das sclucdes e tampdes |
solugédo A
acrilamida 29,2 ¢ tampao de corrida

N'N’bis metilenoacrilamida 0,80 g
agua qsp 100 mL

solucdo B
tris 1,5MpH 8,8
(acertar valor de pH com HC!)

solugdo C
tris 0,5M pH 6,8
(acertar valor de pH com RKCI)

tampado de amostra

agua 3,55 mL
solugdo C 1,25 mL
glicerol 2,50 mL
SDS 100 g/L 2,00 mL
azul de bromofenol 5 g/L 0,20 mL
B-mercaptoetanol 0,05 mL

tris 3,03 ¢
glicina 14,4 g
SDS 1,049
agua qsp 1L

Obs.: Ndo acertar o pH desta solugido
tampao.

solugcdo de coloracao

Coomassie blue R® 0,1g

metanol 40 mL

acido acético 10 mL

agua gsp 50 mL

solucdo de descoloracdo

metanol 40 mL

acido acético 10 mL

agua qsp 50 mL
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Procedimento A - Preparac¢do das amostras

1.

s

13.
14.
15,
16.
17.

Cdalculo das quantidades necessdrias das amostras para a eletroforese
Aplicar as seguinte amostras no gel de SDS-PAGE:
a. lisado de Saccharomyces cerevisiae (P6);
b. fracdo escolthida da precipitacdo com sulfato de amoénio (P13);
c. pool dos eluatos da cromatografia comn atividade enzimatica, denominado Material
DEAE (P14);
d. aplicar quaisquer outras fragbes desejadas.
Fazer os célculos necessarios para as amostras que serao aplicadas. Para isso, € necessario
saber que:
a. Deverd ser aplicado em cada poco do gel um volume maximo de 20 pl.
b. Esse volume devera conter aproximadamente 20 pg de proteina.
Didlise das amostras
Transferir para um microtubo o volume calculado de amostra.
Identificar o microtubo com:
a. Nome da amostra.
b. Nuamero do grupo.
Adicionar agua, caso necessario, até completar 600 plL.
Cobrir 0 microtubo com um pedago de membrana de dialise.
Prender a membrana de didlise com um anel de borracha.
Transferir o microtubo para um suporte de isopor.
Colocar o suporte dentro de um béquer contendo agua.

.Manter sob agitagdo por pelo menos 16 horas.

Secagem a vacuo

.Apéds a didlise, transferir as amostras para um concentrador a vacuo.
.Secar as amostras.

Desnaturacdo das proteinas presentes nas amostras

Transferir para cada microtubo 20 ul de tampdo de amostra.

Transferir cs microtubos para um banho fervente.

Incubar os microtubos por 5 min.

Retirar os microtubos.

Aplicar as amostras no gel de eletroforese com o auxilio de micropipetadores.

Procedimento B - Preparacao do gel de SDS-PAGE

Wi

7.
3.

g.
10.
11.

Preparacdo do gel de separacido

Adicionar em um tubo os volumes estipulades na Tabela 1.

Homogeneizar rapidamente.

Transferir a mistura, utilizando uma pipeta Pasteur, para as placas de vidro previamente
montadas.

Aguardar a polimerizacdo - cerca de 60 min.

Colocar o pente sobre entre as placas de vidro.

Preparacdo do gel de empiihamento

Apds a polimerizagdo do gel de separagdo, adicionar em outro tubo os voiumes estipuladcs na
Tabela 2.

Homogeneizar rapidamente.

Transferir a mistura, utilizando uma pipeta Pasteur, para as placas de vidro (com o pente)
contendo o gel de separagac polimerizado.

Aguardar a polimerizagao — cerca de 40 min.

Apos a polimerizagéo do gel de empilhamento, retirar cuidadosamente o pente.

Adicionar o tampao de corrida.

Tabela 1 Tabela 2

solucdes volume solucdes volume
agua 4,02 mL agua 3,05 mL

SDS 100 g/L 100 pL SDS 100 g/L 50 pL
solugao A 3,33 mL solucdao A 0,65 mL
solucdo B 2,5 mL solugao C 1,25 mL

TEMED 5 pul TEMED 5pL

ersulfato de aménio| 50 ubL persulfato de amdnio| 25 pL
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Procedimento C - Eletroforese, coloracao e descoloracio

1
2
3
4
5.
6.
7
8
9.
1

Correr a eletroforese com 100V, durante aproximadamente 40 min.
Desligar a fonte quando o corante marcador de frente atingir a base do gel.
Desconectar os cabos.

Retirar o gel.

Colocar o gel no frasco contendo a solugao de coloragdo.

Corar o gel por 40 min.

Retirar o gel do frasco de coloragao.

Colocar o gel no frasco contendo a solugao de descoloragdo.

Descorar o gel.

0. Visualizar as bandas de proteinas.

Procedimento D - Desidratagdo do gel

N =

NOUHW

9.

Colocar o gel num frasco contendo agua.

Trocar tantas vezes quanto for necessario a agua do frasco até a remocdo completado acido
acetico.

Retirar o gel hidratado do frasco com agua.

Colocar o gel num frasco contendc solugao de glicerol 50 g/L.

Molhar com a solugdo de glicerol 1@minas de celofane natural

Dispor as folhas de celofane sobre placas limpas de vidro.

Colocar os géis sobre as laminas de celofane devidamente hidratadas e limpas.

Colocar outra folha de celofane previamente hidratada sobre o gel, fermando assim um
sanduiche.

Retirar delicadamente as bolhas de ar que estiverem aprisionados pelas folhas de celofane.

10. Esticar as folhas e prendé-las.
11.Deixar secar a temperatura ambiente.

FORMULAS ESTRUTURAIS E MASSAS MOLARES

TEMED (116,20 g/mol)
SDS (288,38 g/mol)
H3C\N/CH3
O
[l -4
\/\/\/\/\/\/O—ﬁ—o Na H
0 N,
H,C CH,

CONVERSAO DE PERSULFATO EM ION SULFATO

S,05% + e 5 S0,4% + SO, *

REACAO DE radical
POLIMERIZACAO DA CONH.  CONA.
ACRILAMIDA E COM A N
BIS-ACRILAMIDA TCH, CH ~CH,—CH—CH, - Cn

0 .
Ho { . H
H,C—C—C—NH,

Acrylamide Methy]enebisacrylamidé

Szoazi persulfate
250, sulfate frec

- CH,;—CH—CH,~CH—CH, CH -

CONH,  CONH,
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Tratamento de Dados e Analise dos Resultados 6

PRATICA 15 - PURIFICAGAO DE PROTEINAS — ELETROFORESE

INSTRUCOES:
1. Identificar a banda correspondente a a-glicosidase no gel de SDS-PAGE.

2. Calcular a massa molar provavei da enzima através dos padrdes utilizados na
eletroforese.
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Planejamento 7

PRATICA 16 - SEQUENCIAMENTO DE PROTEINAS — CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
Questodes para Discussao

1. Utilizando como referéncia @ animagdo sobre seqlienciamento de proteinas, esquematizar as
etapas do seqlienciamento utilizando a degradacdo de Edman. Incluir desde a desnaturacdo da
amostra até a reacdo de segiienciamento.

2. O que significa composi¢do de aminodcidos de uma proteina? E estrutura primaria de uma
proteina? Destacar as diferencas entre elas.

3. Submetendo uma proteina a hidrélise acida (HCI 6M, 3h, 115°C) é possivel obter sua estrutura
primaria? Por que?

4. A degradacdo de Edman pode ser usada no seqlienciamento da extremidade amino e carboxi-
terminal de uma proteina?

5. A hemoglobina é formada por dois tipos de cadeia polipeptidica (o e B) que apresentam
diferentes estruturas primadrias. Esta proteina pode ser submetida diretamente ao
seqlienciamento pela degradacdo de Edman? Propor um protocolo para seqiienciamento da
hemoglobina.

6. A reacdo de degradacdo de Edman, devido ao rendimento menor que 100% em cada ciclo, é
utilizada para a obtengdo de seqiiéncias de peptideos com cerca de 50 - 70 aminoacidos.
Baseado neste fato procpor uma estratégia para obtencdo da estrutura primaria de uma protema
com 500 aminoacidos.

7. Para o seqlenciamento de um polipeptideo, uma amostra foi submetida a digestdo com duas
diferentes proteases (tripsina e quimotripsina). Os peptideos obtidos foram purificados e entdo
submetidos ao seqlienciamento pela degradacdo de Edman. Obtiveram-se os seguintes

resultados:
peptideos gerados peptideos gerados
pela tripsina pela quimotripsina
DNPETR MADF
GMFR RDNPETRGMF
AGT RAGT
MADFR

A reagdo entre o polipeptideo completo e 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNF) gerou como produto
uma metionina ligada a um grupo dinitrofenol.
Montar a estrutura primaria do pclipeptideo.

Discussdo da Prdtica 16

8. Apos leitura cuidadosa da Pratica 16 e do texto abaixo, construir um fluxograma detalhado do
processo de identificagdo de peptideo desconhecido, identificando as etapas de seqiienciamento,
separagdo e revelagao.

Seqlienciamentc de proteinas
O seqiienciamento de proteinas pode ser feitc utilizando-se 8 degradacdo de Edman. A determinacdo do aminoacido N-
terminal pode ser feita através da modificagdo deste aminodcido através da reacdo com fenilisotiocianato (PITC) em melo
aicalino, seguido de hidroélise com dcido trifluoroacético (TFA). O aminoacido modificado € extraido com solvente organico e,
em meio 4cido, se transforma em feniltioidantoina. Esta é identificada por TLC (thin layer cromatography — cromatografia em
camada delgada), HPLC (high pressure/performance liquid cromatography - cromatografia liquida de alta pressao/eficiéncia)
ou algumas outras. Outros compostos reagem com amino giupos ¢ permitem a identificagéo do aminodcido terminal de
preteinas. Um deles é o 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNF).

Cromatografia de camada delgada

A separacdo de uma mistura de aminoacidos por cromatografia em camada delgada (TLC) de silica baseia-se em adsorgdo e
particdo. Neste caso, a fase estaciondria € uma camada fina de silica-gel fixada a uma placa de vidro, plastico ou aluminio.

A TLC é uma técnica Gtil para a andlise e separagdo de aminodcidos, peptideos e derivados de ambos ou para a determinagdo
da pureza destes compostos. Na etapa de separagdo empregam-se fases mdveis com diferentes composigdes de solventes:
cloroférmio/metanol/acido acético, cloroférmio/metanol, cloroférmio/acido acético, entre outras.

Revelacgdo

A revelagdo dos compostos separados pode ser feita com diferentes reagentes. Alguns deles, como a ninidrina, fluorescamina
e a mistura hipoclorito de sédio/etanol/iodeto de potdssio/o-toluidina reagem especificamente com os grupamentos a-amino
de aminoacidos. Outros sdo especificos para determinados grupos quimicos presentes nas cadeias laterais dos aminoacidos:
lodoplatinato de sédio para grupos SH e o reativo de Sakaguchi (sprays alternados de «-naftol e hipoclorito de sédio) para
arginina.
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Pratica 16

Seqiienciamento de proteinas ~ cromatografia em camada
delgada

Objetivos

Apés o isolamento e purificagdo da a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae, o passo natural na

sua caracterizacdo seria a analise da sua estrutura primaria, isto &, seu seqiienciamento. Como este

objetivo é impossivel de ser atingido no periodo disponivel em laboratério optou-se por caracterizar

e identificar um peptideo mais simples, tomado como modelo.

Para tanto serdo feitas:

(1) a hidrélise acida do peptideo e a cromatografia dos aminodacidos resultantes em camada
delgada;

(2) a derivatizacdo do peptideo com 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNF), sua hidrélise e subseqiiente
cromatografia em camada delgada.

Reagentes

acido acético

acido cloridrico 6M

aspartato (Asp) 10 g/L em acido

cloridrico 6M
aspartato (Asp) derivatizado
bicarbonato de sédio (NaHCO3)
14g/L
cloroférmio
2,4-dinitrofluorobenzeno (DNF)
50g/L emn etanol
etanol
fenilalanina (Phe) 10 g/L em acido
cloridrico 6M

fenilalanina (Phe) derivatizada

glicina (Gly) 10 g/L em &acido
cloridrico 6M

alicina (Gly) derivatizada

metanol

ninidrina 20 g/L em etanol

peptideo desconhecido

silica-gel

Materiais

borrifador

capilares de vidro

cuba de vidro com tampa para

cromatografia

lapis

luvas

papel de filtro

placas de vidro corn silica-gel de
0,25 mm de espessura

proveta

suporte para tubos

tubos com tampa de rosca

Aparelhagens

balanca

banho 30°C

banho fervente

bloco térmico

bomba de vacuo/pressado
estufa

secador

CUIDADOS ESPECIAIS - LEIA COM ATENCAO ANTES DE

INICIAR A PRATICA

Usar luvas durante as etapas de aplicagao das amostras,
revelacao e manipulacao do DNF e ninidrina.

Nao tocar na camada delgada em nenhuma destas etapas.

Nac assoprar, falar ou espirrar sobre a camada delgada.

Nao

manuseada incorretamente.

inalar o po que se desprende da placa quando
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Procedimento A - Determinacdo da composicdo em aminoacidos de um peptideo

HwWnN

15.

16.
17.
18.

19.
20.
21,
22.
23.

26.
27.
28.
29.
30.

31.

Preparacdo da fase movel

Fase mével: cloroférmio/metanol/acido acético 60:30:10 (v/v/v).

Adicionar na proveta os volume necessarios de cloroférmio, metanol e acido acético tal que ao
final haja 50 mL de fase mével.

Colocar a fase moével na cuba de vidro contendo um pedace de papel de filtro na parede da cuba.
Fechar imediatamente a cuba.

Aguardar 10 min para usa-la.

Hidrélise total em meio dcido do peptideo desconhecido.

Pesar 10 mg do peptideo desconhecido.

Coloca-lo num tubo com tampa de rosca.

Adicionar ao tubo 1 mL de acido cloridrico 6M.

Fechar o tubo.

Homogeneizar em vértice.

. Transferir o tubo para um bioco térmico a 115°C.
.Incubar o tubo por 3h.

. Retirar o tubo apés esse pericdo.

. Resfriar o tubo em temperatura ambiente.

Preparacdo da placa de silica

. Fazer uma marca com um lapis APENAS nas bordas laterais da placea a 2,5 cm da borda inferior

da silica. Cuidado para ndo cortar a silica. A linha imaginaria sera a origem da aplicagdo das
amostras.

Cromatografia em camada delgada

Aplicar na placa com o auxilio de um capilar de vidro, em pontos distintos, cerca de 10 puL das
solugdes de aminoacidos e do peptideo hidrolisado.

Secar as manchas com secador.

Abrir a cuba contendo a fase mével.

Colocar a placa de vidro contendo as amostras em contato com o solvente. Segurar a placa
pela parte superior.

Fechar a cuba contendo a fase mével.

Aguardar até a fase movel atingir 2 cm abaixo da borda superior da placa.

Retirar a placa da cuba.

Marcar com o lapis alinha de frente do soivente.

Deixar o solvente evaporar espontaneamente na capela

Revelacdo e cdlculo de Ry

.Apgciar a pIaCa sobre a superficie da capela e segura- Ia verticalmente.
.Borrifar a solugdo de ninidrina sobre toda a placa cerca de 15 cm de distancia. Usar luvas

durante essa etapa.

Colocar a placa na estufa a cerca de 80°C.

Aguardar 10 min.

Retirar as placas da estufa.

Deixar as placas resfriarem.

Medir a distancia total percorrida pelo solvente e as distancias percorridas pelos padrdes e
produtos de hidrolise para a determinacgdo do Rf dos compostos.

O R¢ € dado por:

R — distdncia percorrida pela substancia

distdncia percorrida pelo solvente
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27.
28.
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ocedimento B — determinag¢do do aminoacido amino-terminal de um peptideo

Preparacdo da fase mével

Fase movel: cloroférmio/metanol/acido acético 85:5:1 (v/v/V).

Adicionar na proveta os volume necessarios de cloroférmio, metanol e acido acético tal que ao
final haja 50 mL de fase moével.

Colocar a fase movel na cuba de vidro contendo um pedago de papel de filtro na parede da cuba.
Fechar imediatamente a cuba.

Aguardar 10 min para usa-la.

Determinacao do aminodcido amino-terminal do peptideo desconhecido

Pesar 10 mg do peptideo desconhecido.

Coloca-lo num tubo com tampa de rosca.

Adicionar ao tubo 0,75 mL de bicarbonato de sddio.

Adicionar ao tubo 0,5 mL de DNF.

Fechar o tubo.

Transferir o tubo para um banho a 30°C.

.Incubar o tubo por 3h.

Retirar o tubo apds esse periodo.

Resfriar o tubo. L = OA
Acidificar o meio com duas gotas de &cido cloridrico 6M. 8 1 & & i © 7 A
Transferir o tubo para um banho fervente. INSTITLS n.zuﬂ!‘.bl
Incubar o tubo por 15 min para secar o etanol. Unwversidade de san Paulo

Retirar o tubo apés esse periodo.

Adicionar ao tubo 1 mL de &cido cloridrico 6M.

Transferir o tubo para um bloco térmico.

Incubar o tubo por 3h.

. Retirar ¢ tubo apoés esse periodo.

Resfriar 0 tubo em temperatura ambiente.

Retirar 50 uL de peptideo derivatizado e adiciona-lo num tubo de ensaio.

Transferir o tubo de ensaio para um banho fervente.

Aguardar a amostra secar completamente.

Retirar o tubo ap6s esse periodo.

Resfriar o tubo.

Adicionar 20 puL de etanol ao tubo contendo o produto seco da hidrélise.

Preparacdo da placa de silica

Fazer uma marca com um lapis APENAS nas bordas laterais da placa a 2,5 cm da boida inferior
da silica. Cuidado para ndo cortar a silica. A linha imaginéria sera a origem da aplicagdo das
amostras.

Cromatografia em camada delgada

Aplicar na placa com o auxiiio de um capilar de vidro, em pontos distintos, cerca de 10 pl dos
padrdes derivatizados de aminoacidos e do peptideo derivatizado.

.Secar as manchas com secador.

Abrir a cuba contendo a fase movel.

Coiocar a placa de vidro contendo as amostras em contato com o solvente. Segurar a placa
pela parte superior.

Fechar a cuba contendo a fase movel.

Aguardar até a fase movel atingir 2 cm abaixo da borda superior da placa.

Retirar a placa da cuba.

Marcar com o lapis a linha de frente do solvente.

Deixar o solvente evaporar espontaneamente na capela.

Nao é necessério aplicar revelador pois os produtos derivatizados tém cor.

Medir a distancia total percorrida pelo solvente e as distancias percorridas pelos padroes e
produtos derivatizados para a determinagao do Ry dos compostos.

.0 R; é dado por:

R distadncia percorrida pela substancia

distdncla percorrida peafo solvente
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Planejamento 8

PRATICA 17 -~ MEMBRANAS — COMPARTIMENTALIZACAO DE AZUL DE METILENO EM VESICULAS

UNILAMELARES DE FOSFATIDILCOLINA
PRATICA 18 - CADEIA DE TRANSPORTE DE ELETRONS — DETERMINAGCAO DO PONTO DE AGAO DE DROGAS

Questoes para Discussido

Membranas bioldgicas
As membranas biolégicas cumprem inumeras fungdes: organizam moléculas em diferentes compartimentos,

limitam micrc-ambientes adequados para fungles vitais e controlam o transporte de varias substancias.
Visando uma simplificagdo estrutural e quimica das membranas naturais foram propostos diversos sistemas

modelo de membrana.

Vesiculas
Lipidios extraidos de membranas podem ser utilizados para a preparacdo de diversos sistemas reconstituidos

que permitem reproduzir, de forma selecionada e simplificada, alguns dos fendmenos que ocorrem em
membranas naturais.

Lipossomos sdo constituidos por miltiplas bicamadas concéntricas de fosfolipidios e podem ser formados por
simples agitacdo de lipidios em fase aquosa. Os lipossomes tém sido utilizados para medir permeacado passiva
de vérios ions e moléculas. Como a maior parte do lipidio estd presente na forma multilamelar, o volume
seqliestrado por mol de lipidio é comparativamente menor do que o de vesiculas unilamelares (a eficiéncia de
incorporacdo é relativamente baixa em comparagdo com aquela de uma populagdo de vesiculas).

Lipossomos unilamelares

Ap6s sonicagdo (agitacdo por vibragBes ultra-sdnicas) os lipossomos se rearranjam formando vesiculas
formadas por uma bicamada de fosfolipidios que contém agua no seu compartimento interno. O didmetro das
vesiculas pode variar entre 2504 até mais de 2.000& dependendo do método de preparacdo. A presenca de um
compartimento aquoso interno, isolado do ambiente externo pela membrana fosfolipidica que € pouco
permedvel, permite incorporar compostos hidrossolliveis nesse compartimento e manté-los isolados da fase
aquosa externa.

R = angstron. 1A = 10°m

1. Qual a estrutura de uma dupla camada lipidica?

2. Qua! a estrutura de uma vesicula?

3. Qual a estrutura de uma micela?

4. Qual a estrutura de um lipossomo?

5. Como é o modelo de Singer e Nicholson de membranas biolégicas?

6. Que caracteristicas estruturais sdo necessarias para a incorporacdo de um composto no
compartimento aquoso interno de uma vesicula? E na membrana?

7. Lipossomos sdo utilizados para veiculagao de medicamentos. Que métodos poderiam ser usados

para separar as vesiculas contendo uma proteina (Massa Molar = 35 kD, hidrofilica) da proteina
ndo incorporada?

8. Calcular o niimerc de mondmeros na membrana externa e interna de vesiculas de lecitina com
um didmetro de 200 nm. Levar em conta que a drea por cabeca do mondémero é 0,7 nm? e que a
espessura da bicamada é de 4 nm.

9. Fazer um esquema da cadeia de transporte de elétrons da mitocondria, localizando a posicdo dos
aceptores e doadores de elétrons, de acordo com seu potencial redox.

Discussdo das Prdticas 17 e 18

10.Na Prética 17, qual a funcdo da Sephadex G-25 Medium®?

11.Na Pratica 17, qual a funcdo do colesterol na bicamada?

12.Na Praiica 17, por que € necessario saturar previamente a coluna com lipidio?

13.Na Pratica 17, que tipo de cromatografia € utilizado nesta pratica?

14.Na Pratica 17, qual é a funcdo do Triton X-100®?

15. Na Pratica 18, por que a fonte de carbono utilizada nesta pratica é galactose e ndo glicose?

16.Na Préatica 18, qual a fungdo do sorbitol no tampdo com sorbitol?

17.Na Pratica 18, qual a fungdo do succinato no tampdo com succinato?

18. Na Pratica 18, qual a funcdo do 6leo mineral?

19. Na Pratica 18, quais as finalidades dos tubos 1, 2 e 3 no procedimento D?

20.Na Prética 18, no caso dos tubos 4, 5 e 6 do procedimento D, apos decorridc um intervalo de
tempo, qual devera ser o estado de oxidacdo dos aceptores/doadores utilizados? Qual coloracdo
devera ser observada?
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Pratica 17

Membranas - compartimentalizacao de azul de metileno em
vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina

Objetivos

Estudar a compartimentalizagdo que uma membrana promove, separando um volume aquoso do
meio ambiente. A preparacao de vesiculas de fosfatidilcolina serd feita por sonicagdo em banho com
um meio contendo azul de metileno seguida pela separacdo das vesiculas do excesso de corante
presente na fase aquosa externa por cromatografia.

Reagentes Materiais Aparelhagens
agua destilada banho de gelo pipetas balanca
azul de metileno (AM) 5 mM bastdo de vidro  ponteiras banho a 50°C

em NaCl 95 mM béqueres presilha bomba de vacuo
cloreto de sédio 100 mM canetas suporte para coluna espectrofotdmetro
colesterol colunas de vidro de vidro fluxo de ar (ou N;)
diclorometano dessecadores suporte para tubos  sonicador de banho
lecitina de ovo 13 de vidro de ensaio  sonicador de tip
Sephadex G-25 Medium® mangueira tubo de ensaio vortice
Triton X-100® pipetadores tubo para sonicador

Procedimento A - Hidratacdo da Sephadex G-25 Medium®

Pesar 1,0 g de Sephadex G-25 Medium® em um béquer.
Adicionar 20 mL de NaCl 100 mM.

Misturar bem utilizando um bastdo de vidro,

Decantar de um dia para o outro.

RN

Procedimento B — Montagem da coiuna de troca idnica

Montagem fisica da coluna

1. Utilizar uma coluna de vidro de aproximadamente 20 cm de altura e 0,8 cm de didmetro como
suporte da resina.

2. Prender a coluna num suporte.

3. Colocar um pouco de |3 de vidro no seu interior.

4. Compactar a |13 de vidro na base utilizando um bastdc de vidro.

5. Lavar a coiuna com agua destilada para retirar fragmentos de 13 de vidro.

6. Adapter uma mangueira de aproximadamente 6 cm na saida da pipeta.

7. Fechar a mangueira com uma presilha.

8. Adicionar NaCl 100 mM suficiente para encobrir a I8 de vidro.

9. Retirar as bolhas de ar utilizando um bastdo de vidro.

Processo de empacotamento

10. Fechar a presilha.

11.Com a coluna fechada, adicionar 4,5 mL de NaCl 100 mM.

12.Marcar com uma caneta na coiuna na altura do topo da coluna de dgua (Marca 1).

13. Esvaziar a coluna.

14.Fechar a presilha.

15. Homogeneizar com um bastao de vidro a suspensdc contendo a resina (Procedimento A).

16. Adicionar a suspensdo até a Marca 1.

17.Deixar decantar.

18.Repetir essa operacdo até a resina ocupar o interior da coluna até a Marca 1.

19. Escoar o liquido.

20. Deixar 3 mm de liquido acima do topo da resina. NUNCA DEIXAR A RESINA SECAR.
Preparacao da coluna para a cromatografia

21.Adicionar 1 mL de NaCl 100 mM na coluna.

22.Marcar com uma caneta o topo da coluna de solugdo (Marca 2).

23. Adicionar mais 1 mL de NaCl 100 mM na coluna.

24.Marcar com uma caneta o topo da coluna de solugdao (Marca 3).

25. Abrir a presilha e deixar drenar solugao ateé restar 3 mm de tampdao acima do topo da resina.

26. Fechar a presilha.
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Procedimento C — Preparagao das vesiculas e saturag¢ao da coluna

Formacgdo das vesiculas

Pesar numa balanga 7,5 mg de lecitina e 1,5 mg de colesterol.

Colocar as substancias em tubo de ensaio grande (cerca de 15 cm).

Adicionar 0,5 mL de diclorometano. Cuidado: diclorometano é extremamente volatil.

Solubilizar as substancias. Cuidado: diclorometano é extremamente volitil.

Evaporar o solvente, formando um filme muito fino na parede do tubo, utilizando um fluxo

de ar ou fluxo de nitrogénio,

6. Colocar o tubo dentro de um dessecador.

7. Conectar o dessecador a uma bomba de vacuo.

8. Ligar a bomba de vacuo

9. Deixar o tubo por pelo menos 1 h dentro do dessecador para eliminagao total do solvente.

10. Desligar a bomba de vécuo.

11. Retirar o tubo do dessecador.

12. Adicionar ao tubo 0,5 mL de NaCl 100 mM.

3. Transferir o tubo para banho a 50°C.

14. Manter o tubo em banho por 5 min.

15. Retirar o tubo do banho.

16. Homecgeneizar em vortice algumas vezes até que todo o filme tenha sido retirado da parede do
tubo.

17.Transferir a solugdao contendo os lipossomos multilamelares para um tubo apropriado para
scnicacgao.

18. Transferir o tubo para sonicador de tip.

19. Sonicar por 5 min a uma poténcia de 100 W.

20. Retirar o tubo do sonicador.

21.Manter o tubo em banho de gelo para evitar a decomposicao dos fosfolipidios.
Saturacédo da coluna

22. Transferir 0,5 mL da suspensdo de lipossomos unilamelares a coluna.

23. Abrir a presilha.

24, Deixar a amostra escoar pela coluna até cerca de 3 mm acima do topo da resina.

25. Lavar a coluna com NaCl 100 mM até que a turvacdo desapareca do eluato.

26. Ao final deixar drenar a solucdo até restar 3 mm de tampdo acima do topo da resina.

A coluna estara pronta para ser usada.

nepwNE

Precedimento D - Preparagao das vesiculas com azul de metileno

Pesar numa balanga 12 mg de lecitina e 2,4 mg de colesterol.

Colocar as substancias em tubo de ensaio grande (cerca de 15 cm).

Adicionar 0,8 mL de diclorometano. Cuidado: diclorometano é extremamente volatil.

Solubilizar as substancias. Cuidado: diclorometano é extremamente volatil.

Evaporar o solvente, formando um filme muito fino na parede do tubo, utilizando um fluxo

de ar ou fluxo de nitrogénio.

6. Colocar o tubo dentro de um dessecador.

7. Conectar o dessecador a uma bomba de vacuo.

8. Ligar a bornba de vacuo

9. Deixar o tubo por peio menes 1 h dentro do dessecador para eliminagdo total do solvente.

10. Desligar a bomba de vacuo.

11. Retirar o tubo do dessecador.

12. Adicionar ao tubo 0,8 mL de azul de metileno 5 mM em NaCl 95 mM.

13. Transferir os tubos para banho a 50°C.

14. Manter o tubo em banho por 5 min.

15. Retirar o tubo do banho.

16. Homogeneizar em vortice algumas vezes até que todo o filme tenha sido retirado da parede do
tubo.

17.Transferir a solugdo contendo os lipossomos multilamelares para um tubo apropriado para
sonicagao.

18. Transferir o tubo para sonicador de banho.

19. Sonicar por 5 min a uma poténcia de 400 W,

20. Retirar o tubo do sonicador.

21. Manter o tubo em banho de gelo para evitar a decomposicdo dos fosfolipidios.

NAWNE
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Procedimento E - Cromatografia

OBSERVAGCAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO ‘

Aplicagdo da amostra

Transferir 0,2 mL da suspensdo de lipossomos unilamelares para a coluna..

Abrir a presilha.

Coletar 0,2 mL de eluato em um tubo de ensaic denominado Tubo 1.

Deixar a amostra escoar pela coluna até cerca de 3 mm acima do topo da resina (Marca 1).

Fechar a presilha.

Adicionar 0,2 mL de NaCl 100 mM na coluna.

Abrir a presilha.

Coletar 0,2 mL de eluato no Tubo 1.

Deixar a amostra escoar pela coluna até cerca de 3 mm acima do topo da resina (Marca 1).

10. Fechar a presilha.

11. Adicionar 0,6 mL de NaCl 100 mM na coluna.

12. Abrir a presilha.

13.Coletar 0,6 mL de eluato ainda no Tubo 1.

14. Deixar a amostra escoar pela coluna até cerca de 3 mm acima do topo da resina (Marca 1).

15.Fechar a presilha.
Eluicdo do AM e das vesiculas + AM

16. Adicionar cuidadosamente NaCl 100 mM até a Marca 3.

17. Abrir a presilha permitindo que a solugdo flua pela resina.

18. Coletar cada mL (mililitro) em um tubo de ensaio numerado.

16, Trocar ¢ tubo de ensaio e adicionar mais 1 mL de tampé&o sempre que o tampdo chegar a Marca
2.

20. Fechar a presilha ao final da coleta do tubo 13.

21.Adicionar solucdo até a Marca 3.

22.Coletar mais dois tubos, sem adicionar soiuc¢éo.

23. Fechar a presilha ao final da coleta do tubo 15.

PONOUNAWNE

Procedimento F - Leitura das absorbancias e calculo de incerporagiao

1. Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.

2. Ler as absorbancias de todos os tubcs a 660 nm.

3. Caso a absorbancia de qualauer tubo seja maior que 0,8, diiuir a amastra adicionando na cubeta
para leitura 0,1 mL do eluato e 0,9 de NaCl 100 mM (Proceder aos calculos de diluigdo).

Apos a leitura de todos os tubos transferir 3,5 mL de cada tubo contendo vesiculas para outio
tubo de ensaio.

Adicioniar 0,1 mL de Triton X-100 10% e 0,4 mL de NaCl 100 mM.

Homogeneizar fortemente.

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.

Ler as absorbancias dos novos tubos a 660 nm.

Corrigir as absorbancias dos novos tubos devido a diluicdo com Triton X-100 e NaCl 10C mM.

0. Fazer um gréfico relacionando absorbancia versus nimero dos tubos.

1. Calcular a porcentagem de incorporagdo de azul de metileno nas vesiculas através da seguinte
formula:

»

EEOoNoW,

> (Abs Vesiculas+AM)
= (Abs TOTAL)

% Incorporacao = 100 x

onde:

% (Abs Vesiculas + AM) = soma das absorbancias dos tubos contendo vesiculas apos a adigao
de Triton X-100 (Importante: a absorbancia deve ser corrigida pela diluigdo);

T (Abs TOTAL) = ¥ (Abs Vesiculas + AM) + % (Abs Tubos sem Vesiculas)
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Pratica 18

Cadeia de Transporte de Elétrens - determinacao do ponto
de acao de drogas
Objetivo

Determinar o pento de acdo de uma droga desconhecida utilizando mitocondrias de Saccharomyces
cerevisiae.

Reagentes Materiais Aparelhagens
acido cloridrico banho de gelo agitador magnético
agua destilada barras magnéticas autoclave
azul de metileno 0,06 g/L béqueres balanga
cepa S. cerevisiae D273-10B cubetas para leitura banho fervente
2,6~diclorofenolindofenol erlenmeyers centrifuga
(DCPI) 0,3 g/L espatulias espectrofotométrico
ditionato de sddio papel aluminio pHmetro
droga A perclas de vidro vortice
etanol provetas
extrato de levedura suportes para tubos
p-fenilenodiamino (p-FDA) 2 g/L de ensaio
ferricianeto 5,5 g/L tampbes de algodao
gaiactose tubos de centrifuga
hipoclorito de sédio tubos de ensaio
metiitetrazolio (MTT) 10 g/L tubos Falcon
6leo mineral
peptona

sorbitol 600 mM em tampao
fosfato 50 mM pH 6,0
succinato 200 mM em tampao
fosfato 50 mM pH 6,0
Triton X-100®

Procedimento A — Preparo do meio, cultivo e separacio das células

B OBSERVACAO: MANTER TUBGCS DE ENSAIO EM BANHO DE GELG

Preparo do meio

1. Preparar 250 mlL de meio de cultura para a cepa D273-10B de S. cerevisiae.

2. Seguir procedimento da Pratica 1 — Preparo de Meio de Cultura com as segquintes alteracgdes:

a. meio de cultura: extrato de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L, galactese 20 g/L, pH 5,2;
b. volume do erlenmeyer: 1 L.

Cultivo

3. Cultivar as células de maneira semelhante a Prética 2 - Inoculacdo em Meic de Cultura.
Separacdo de células

4. Separar as células quando atingirem densidade celular em torno de 4,5 mg/mL, em geral apds
24 horas de crescimento.

5. Adicionar o meio contendo as céiulas em tubos de centrifugas.

6. Centrifugar os meios a 1500X g por 10 min.

7. Descartar os sobrenadantes.

8. Ressuspender os precipitados adicionando 5 mL de agua destilada gelada.

9. Unir as suspensdes num unico tubo de centrifuga.

10. Compietar o volume para 50 mL com agua destilada gelada.

11. Centrifugar novamente a 1500X g por 5 min.

12. Descartar o sobrenadante.

13. Repetir as etapas 10 a 12 mais uma vez.

14. Ressuspender o precipitado com sorbitol para obter uma densidade celular de 85 mg/mL.
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Procedimento B - Fracionamento celular

L OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO
1. Adicionar 6 g de pérolas de vidro geladas em um tubo de centrifuga com tampa.
2. Adicionar no tubo de centrifuga 6 mL da suspensao de células (ver Procedimento A, etapa 14).
3. Manter o restante da suspensdo de células em banho de gelo.
4. Agitar ininterruptamente em vértice durante 1 min (processo de lise).
5. Resfriar em banho de gelo por 1 min (processo de lise).
6. Repetir as etapas 4 e 5 por mais 4 vezes.
7. Centrifugar a 1500X g por 5 min.
8. Transferir cuidadosamente o sobrenadante para outro tudo de centrifuga com tampa.
9. Centrifugar o scbrenadante a 30.000X g por 25 min.

10. Descartar o sobrenadante.
11.Ressuspender o precipitado com 3 mL de sorbitol.
12. Manter a suspensdo de mitocondrias resultante em banho de gelo.

Procedimento C - Verificagdo da atividade da succinato desidrogenase

( OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

Adicionar em cada tubo os volumes de suspensao de células estipulados na Tabela 1.
Manter os tubos 1, 2, 5 e 6 em banho de gelo.

Transferir os tubos 3, 4, 7 e 8 para banho fervente.

Incubar os tubos 3, 4, 7 e 8 por 10 min.

Retirar as tubos 3, 4, 7 e 8 do banho fervente.

Transferir os tubos 3, 4, 7 € 8 para banho de gelo.

Adicionar em cada tubo os volumes de succinato, sorbitcl e Triton X-100® estipulados na Tabela
1.

8. Homogeneizar em vértice.

9. Adicionar em cada tubo os volumes de MTT e azul de metileno estipulados na Tabela 1.
10. Agitar levemente.

11. Cobrir todos os tubos com uma camada de 0,5 cm de espessura de 6leo mineral.

12. Transferir todos os tubos do gelo para o banho de 30°C.

13.Incubar todos os tubos por 10 min.

14.Relirar todos os tubos do banho.

15. Observar os resultados.

o O L P B

Tabeia 1
suspensao . g Triton azul de | 6leo mineral
tubos | de células sufﬁ;ﬁ?to sorbll_t_ol X-100® MT metileno (cm)
(mL) (mb) | "y | ™ | i

1 0,25 0,50 1,25 = 0,10 - 0.50
_— 0,25 0,50 1,15 0,10 0,10 - 0,50
3 0,25 0,50 1,25 - 0,10 - 0,50

4 0,25 0,50 1,15 | 0,10 | 0,10 , 9,50

5 0,25 0,50 1,25 ! : 0,10 0,50
6 0,25 0,50 1,15 0,10 - 0,10 0,50

7 0,25 0,50 1,25 - . 0,10 0,50

8 | 0,25 0,50 1,15 | 0,10 2 0,10 0,50
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Procedimento D - Verificagdo do funcionamento da cadeia respiratéria de elétrons

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

oy

DNPURWN

10.
11.
12.
13.
14,
.Incubar por 10 min.
16.
17.
18.

Pl
1

19.

20.
21.

22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.

Procedimento geral para os tubos branco

Adicionar em cada tubo os volumes de tampdo sorbitol e aceptores/doadores de elétrons
estipulados na Tabela 2.

Homogeneizar em vértice.

Cobrir todos os tubos com uma camada de 0,5 cm de espessura de 6leo mineral.

Transferir todos os tubos para banho a 30°C.

Incubar por 10 min.

Retirar os tubos do banho.

Observar atentamente a coloragdo resultante.

Formular hip6teses sobre as coloragoes.

Tabela 2
Bihos ferricianeto | DCPI | p-FDA | sorbitol m(i):leeoral
(mL) (mL) | (mL) (mL) (cm)
1 0,05 - - 0,95 0,50
2 = 0,30 - 0,70 0,50
3 = - 0,05 0,95 0,50

Procedimento geral para os tubos com suspensdo de mitocéndrias

. Adicionar em cada tubo os volumes de tampao sorbitol, succinato e suspensdc de mitocéndrias

estipulados na Tabela 3.

Homogeneizar em vértice.

Adicionar em cada tubo os volumes de aceptores/doadores de elétrons estipulados na Tabela 3.
Homogeneizar em vortice.

Cobrir todos os tubos ccm uma camada de 0,5 cm de espessura de ¢leo mineral.

Transferir todos os tubos para banho a 30°C.

Retirar os tubos do banho.
Observar a ocorréncia de mudanga de coloracdo em relacdo aos tubos resultantes.
Formular hipéteses sobre as ccloragdes.

Tabela 3
. SUSpENSan .
succinato ferricianeto | DCPI | p-FDA | sorbitol de gleo
tubos 0,2M e n . mineral
(mL) (mL) | (mL) (mL) | mitoc6ndrias

(mL) o) (cm)

4 0,50 0,05 - - 0,25 0,20 0,50

5 0,50 - 0,30 - - 0,20 0,50

6 - - L= 0,05 | 0,75 0,20 0,50

Procedimento geiral para os tubos com suspensdo de mitocondrias e droga

Adicionar em cada tubo os voiumes de tampdo sorbitol, succinato e suspensdo de mitocondrias
estipulados na Tabela 4.

Homogeneizar em vortice.

Adicionar em cada tubo os volumes da droga e aceptores/doadores de elétrons estipulados na
Tabela 4.

Homogeneizar em vortice.

Cobrir todos os tubes com uma camada de 0,5 cm de espessura de 6leo mineral.

Transferir todos os tubos para banho a 30°C.

Incubar por 10 min.

Retirar os tubos do banho.

Observar a ocorréncia de mudanca de coloragdao em relacdo aos tubos resultantes.

Formular hipéteses sobre as coloragoes.

29.Identificar o ponto de acdo da droga A na cadeia respiratoéria de levedura.
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Tabela 4

succinato . _ . suspensdo de| oleo

tubos 0,2 M d??gf)A ferrzga;_r)neto (DnES p(;lE)A S(z:g:_t)m mitocondrias | mineral

(mL) {mL) {(cm)

7 0,50 0,10 0,05 - - 0,15 0,20 0,50

8 0,50 0,10 - 0,30 - - 0,10 0,50

9 - 0,10 - - 0,05 0,75 0,10 0,50
Tabelas

O funcionamento da cadeia de transporte mitocondrial sera verificado com o uso de aceptores e
doadores artificiais de elétrons. A escolha daqueles a serem utilizados deve ser feita consultando as
tabelas que se sequem. Os aceptores e doadores sdo fornecidos na forma oxidada, com excec¢do do

TMPD,

Tabela 5

PARES REDOX EO' REDUZIDO OXIDADO
» » metil tetrazdlio (MTT) red/ox -0,12 roxo amarelo
W g azul de metileno red/ox 0,10 incolor azul
8 u 5 O | 2,6-diclorofenolindofenol (DCPI} red/ox | 0,20 incolor azul

oy -

ﬁj <& p-fenilenodiamino (p-FDA) red/ox 0,36 amarelo violeta
o 9Qk escuro
< < | ferricianeto Fe(CN)g% /Fe (CN)g3" 0,36 incolor amarelo

NADH / NAD™T -0,32
g u succinato / fumarato 0,03
o g wo FADH2 / FAD 0,05
c<l § cit b (Fe2+) / cit b (Fe3+) 0,06
TR o]
g A cit c1 (Fe2%) / cit c1 (Fe3t) 0,22
3 g m cit ¢ (Fe2+) / cit ¢ (Fe3+) 0,25
S F cit a-a3 (Fe21) / cit a-a3 (Fe3+) 0,40

HpO/ 1/2 O3 0,82
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Tratamento de Dados e Analise dos Resultados 7

PRATICA 16 - SEQUENCIAMENTO DE PROTEINAS — CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

PRATICA 17 - MEMBRANAS - COMPARTIMENTALIZACAO DE AZUL DE METILENO EM VESICULAS UNILAMELARES DE
FOSFATIDILCOLINA

PRATICA 18 - CADEIA DE TRANSPORTE DE ELETRONS — DETERMINAGAO DO PONTO DE ACAO DE DROGAS

S

Na Pratica 16, qual seria o resultado da cromatografia realizada se o metanol for retirado da fase
movel? Explique.

Na Pratica 16, retirando-se o dacido acético observou-se que todos os aminoacidos formavam
manchas alongadas. A que se deve este efeito?

Na Pratica 16, sabendo que a massa molar do peptideo desconhecido é 294 g/mol, determinar a
seqiiéncia mais provavel do peptideo.

Na Pratica 17, explicar o perfil de eluigdo cromatografico cbtido.

Na Prética 17, calcular a % de incorporacdo de azul de metileno nas vesiculas.

Na Pratica 17, as vesiculas sdo preparadas em NaCl 100 mM e eluidas na coluna de Sephadex
com a mesma solugdo. O que aconteceria com as vesiculas se estas fossem eluidas coim: NaCl 10
mM. E se fosse eluidas com NaCl 1M?

Na Pratica 18 utilizou-se galactose como fonte de carbono para o crescimento das leveduras. Ha
alguma justificativa para essa escolha?

Na Pratica 18 a droga A inibe qual complexo? Como se justificaria essa resposta?
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Planejamento 9

PRATICA 19 - REGULAGCAO DO METABOLISMO — SINAL DE GLICOSE E ATIVACAO DA TREALASE
Discussao da Pratica 19

1.

HPWN

RN

Em uma levedura selvagem, qual das vias metabdiicas, sintese ou degradacdo de trealose,
deverd estar ativada nas situacdes propostas abaixo:
a. Auséncia de glicose;
b. Presenca de glicose.
Justificar as respostas.
Em termos relativos, em qual das situagdes acima a atividade de trealase devera ser maior?
Quais os objetivos dos procedimentos A, B, C, D e E?
Segundo descrito no protocolo, cada uma das cepas (50 mg) serd submetida a dois tratamentos:
a. Quais sdo esses tratamentos?
b. Qual o objetivo desses tratamentos?
Qual a funcdo do PMSF e pérolas de vidro no procedimernto C?
Qual método sera utilizado para deteccdo da proteina total presente nas amostras?
Como sera detectada e quantificada (U/mL) a atividade de trealase ?
Por que € necessario determinar a concentragdo de proteina total (mg/mL) em todas as
amostras ? Justificar.
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Pratica 19

Regulacao do metabolismo - sinal de glicose e ativagao da
trealase
Objetivo

Estudar o metabolismo de Saccharomyces cerevisiae. Determinar a atividade trealdsica de trés
cepas de leveduras em resposta a um sinal de glicose.

Reagentes Materiais Aparelhagens
acido cloridrico banho de gelo agitador magnético
agua destilada barras magnéticas autoclave
cepa S. cerevisiae 131 béqueres banho 30°C
cepa S. cerevisiae AM9-8B cubetas para leitura banho fervente
cepa S. cerevisiae S288-C erlenmeyers centrifuga
colato de sadio 40 g/L espatulas espectrofotémetro
extrato de levedura pérolas de vidro pHmetro
fluoreto de a-toluenosulfonila {PMSF) pipetadores vortice
100 mM em etanol pipetas
glicose 100 mM em tampdo maleato de  ponteiras
so6dio 50 mM pH 6,0 provetas
glicose 1mM suporte para tubos de ensaio
hidroxido de sédio 100 g/L tampodes de algodao
p-mercapto-etanol tubos de centrifuga
peptona tubos de ensaio

reagente enzimatico (glicose oxidase e tubos Eppendorf
peroxidase)
sulfato de cobre pentahidratado 10 g/L
tampao fosfato 50 mM pH 6,2 com
EDTA 0,6 mM, PMSF 0,5 mM
e B-mercaptoetanol 0,5 mM)*
tampdo maleato de sédio 50 mM pH 6,0
trealose 100 mM em tampdo maleato de
sodio 50 mM pH 6,0
* O PMSF e o B-mercapto-etanol sdo adicionados no tampédo fosfato no dia em que o tampdo serd
usado.

IMPORTANTE
ELABORAR PROTOCOLOS DETALHADOS DE TODOS OS
PROCEDIMENTOS E DISCUTI-LOS COM OS PROFESSORES E
MONITCRES ANTES DE INICIAR OS EXPERIMENTOS.

PROCEDIMENTO GERAL
SINAL DE GLICOSE E ATiVACAO DA TREALASE

L OBSERVAGAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

1. Cultivar trés diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae e separa-las como
descrito no PROCEDIMENTO A.

Proceder ao sinal de glicose como descrito no PROCEDIMENTO B.

. Preparar o homogeneizado de células como descrito no PROCEDIMENTO C.
Dosar proteinas nos extratos como descrito no PROCEDIMENTO D.

Determinar a atividade trealasica como descrito no PROCEDIMENTO E.

n R wN
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Procedimento A - preparo do meio, cultivo e separagdo das células

[9Y)

LoeNO G

Preparo do meio

Preparar 200 mL de meio de cultura para cada cepa de S. cerevisiae.

Segquir procedimento da Pratica 1 - Preparo de Meio de Cultura com as seguintes alteragdes:
a. meio de cultura: extrato de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L, glicose 20 g/L, pH 5,2;
b. volume do erlenmeyer: 1 L

Cultivo

Cultivar as células de maneira semelhante a Prética 2 - Inoculacdo no Meio de Cultura.

Separacgao de células

Separar as células quando atingir densidade celular maior que 2,5 mg/mL.

Remover da suspensdo de células um volume gue contenha 50 mg de céluias (peso seco).

Colocar o meio contendo as células em tubo de centrifuga.

Centrifugar o meio a 1500X g por 10 min.

Descartar o sobrenadante.

Ressuspender o precipitado em agua destilada gelada para um volume final de 20 mL.

10 Centrifugar o0 meio novamente a 1500X g por 10 min.

11.

Descartar o sobrenadante.

12.Repetir as etapas 9 a 11 mais uma vez.

Procedimento B — Sinal de glicose

1.

©NOUHWN

Para cada cepa adicionar em cada tubo as quantidades de células e solugdes estipulados na
Tabela 1.

Homogeneizar em vortice.

Transferir os tubos ao mesmo tempo para um banho a 30°C.

Incubar os tubos por 10 min.
Transferir os tubos para banho de geio imediatamente apds o término da incubacgao.

Transferir a suspensdo para tubos de centrifuga com tampa.
Centrifugar as células a 1500X g por 5 min.
Descartar o sobrenadante.

Tabela 1
i massa de células | tamp&o maleato gllcose~100 mM
tubos (mg) (mL) em tampado maleato
(mt)
1 50,0 5,0 -
2 50,0 - 5,0

Procedimento C — Preparo do homogeneizado

OBSERVACAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

N =

Em um tubo de centrifuga com tampa adicionar o precipitado de células (ver Procedimento B).
Adicionar 1 mL de tampdo fosfato 50 mM, pH 6,2 com EDTA G,6 mM, PMSF 0,5 mM e B-
mercapto-etanol 0,5 mM.

Homogeneizar em vortice.

Adicionar & suspensdo 1 g de pérolas de vidro geladas.

Manter os tubos em banho de gelo.

Agitar ininterruptamente em vortice durante 1 min (processo de lise).

Resfriar em banho de gelo por 1 min (processo de lise).

Repetir as operagdes 6 e 7 por mais 2 vezes.

Introduzir a ponta da ponteira pldstica do pipetador de 1 mL no fundo do tubo.

.Aspirar lentamente, removendo 1 mL de homogenato, sem remover as pérolas de vidro.
. Dispensar todo o homogenato em tubo Eppendorf gelado.

. Centrifugar em micro-centrifuga a 20.000X g por 5 min.

13.
14.

Transferir todo o scbrenadante cuidadosamente para outro tubo Eppendorf.
Manter os extratos livres de células em banho de gelo.
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Procedimento D — Dosagem de proteina (mini-biureto)

oo s
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Especificacdes para montagem das tabelas de curva padrio e de dosagem de proteinas
Solugdo padrdo de proteina: albumina 10 g/L.

Fazer uma curva padrao contendo ao menos 4 pontos no intervalo de 0,5 mg a 2,5 mg de
proteina.

A amostra de proteina a ser dosada (solucédo padrdo e amostras) deve estar contida em volume
maximo de 0,5 mL. Se o volume da amostra for menor, completar com agua destilada até 0,5
mL.

Fazer pelo menos trés concentractes diferentes para a dosagem de proteinas na amostra.

As amostras de proteinas sdo os extratos livres de células provenientes do PROCEDIMENTO B.
As tabelas deverdo conter todas as substancias utilizadas nos procedimentos.

Procedimento

Adicionar em cada tubo os volumes requeridos de padrdo de proteina, amostras e agua.
Adicionar em todos os tubos 200 pL de colato de sodio.

Homogeneizar em véditice.

Adicionar 2 mL de hidrdxido de sddio.

Adicionar 300 yL de sulfato de cobre

Homogeneizar em vortice.

Repousar por 10 min em temperatura ambiente.

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.

Ler as absorbancias a 540 nm.

Procedimento E - Ensaio da atividade trealasica - Dosagem de glicose

OBSERVAGAO: MANTER TUBOS DE ENSAIO EM BANHO DE GELO

N =

Lt b LK o

Ensaio da atividade trealdsica

Adicionar em cada tubo de ensaio 100 pL do extrato livre de células.
Adicionar em cada tubo de ensaio 100 pL de trealose 100 mM em tampdo maleato de sddio 50
mM pH 6,0. Os tubos devem ser preparados em banho de gelo.
Transferir todos os tubos do gelo para um banho a 30°C

Incubar todos os tubos por 15 min.

Interromper a reagao colocando todos os tubos em banho fervente.
Incubar todos os tubos por 3 min.

Remover todos os tubos do banho fervente.

Resfria-los em banho de gelo.

Dosar a glicose formada.

Especificagcbes para montagem das takbelas de curva padrdo e de dosagem de glicose

A glicose formada pela acdc da trealase sobre a trealose sera determinada pelo método enzimatico
(glicose oxidase + peroxidase).

L,
2

=3
2.
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Concentragao da solugdo padrdo de glicose: 1 mM.

Fazer a curva padrdo deste ensaio com um minimo de 4 pontos no intervalo de 20 a 150 nmols
de gliccse.

A amostra de glicose a ser dosada (sclucao padrdo e amostras) deve estar contida em volume
maximo de 200 uL. Se o volume da amostra for mencr, completar com agua destilada até 200
pL.

Fazer pelo menos trés concentracdes diferentes para a dosagem de glicose na amostra.

As amostras de glicose sdo provenientes do Ensaio da atividade trealasica (Procedimento D).
As tabelas deverdo conter todas as substancias utilizadas nos procedimentos.

Procedimento

Adicionar em cada tubo os volumes requeridos de padrdo de glicose, amostras e agua.
Adicionar em todos os tubos 2 mL de reagente enzimatico.

Homogeneizar em vértice.

Transferir todos os tubos para banho a 36°C.

Incubar todos os tubos por 30 min.

Remover todos os tubos do banho.

Usar agua para calibrar (zerar) o espectrofotémetro.

.. Ler as absorbéancias a 510 nm.
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Tratamento de Dados e Analise dos Resultados 8
PRATICA 19 - REGULACAO DO METABOLISMO — SINAL DE GLICOSE E ATIVAGCAO DA TREALASE

Instrugoes:
1. Construir a curva padrao de proteina pelo método de Biureto.
2. Calcular a concentracdo de proteinas nos extratos de cada cepa.
3. Construir a curva padrao de glicose pelo método enzimatico (glicose oxidade +
peroxidase).
4. Calcular a concentracdo de glicose nos extratos de cada cepa.
5. Calcular a atividade da trealase (U/mL) em cada cepa.
6. Calcular a atividade especifica da trealase (U/mg proteina) em cada cepa.
7. Indicar qual cepa (S288-C, 131 e AM9-8B) tem atividade trealasica:
a. normal (trealase responsiva);
b. alta (trealase sempre ativada);
c. baixa (trealase sempre desativada).
8. Explicar os resultados anontando os genes afetados nas diferentes cepas.
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Pratica 20

Tecnologia de Panificacao

Introdugdo

O pdo é um dos alimentos fermentados mais antigos que se conhece. A challah é um pao preparado
hd muitos séculos pelos judeus para comemorar o sdbado, o dia do descanso. Challah é o nome
biblico da taxa imposta pela divindade a ser paga em espécie. Assim quando alguém assa mais do
que uma certa quantidade de pdo, uma parcela especifica deste pdo devia ser doada a um
sacerdote.

O ritual secular da comemoracao do sabado inclui a degustacdo deste pao preparado para esta
ocasiao festiva e, portanto, um pao de rico sabor.

A receita abaixo é muito antiga e, como foi preservada por tradicdo oral, ndo se tem a idéia exata
de hé quantos séculos ela existe.

Receita da massa do pao Materiais

80 g de sacarose (4 colheres de sopa de aglicar) tigela funda para sovar
60 g de S. cerevisiae (4 tabletes de fermento) assadeira retangular
500 mL de agua a cerca de 40°C (2 % xicaras de dgua morna)

1 kg de farinha de trigo Aparelhagens

3 colheres de cha de sal (15 g de NaCl) forno (estufa)

3 ovos ligeiramente batidos ]
100 mL de dleo vegetal (5 colheres de sopa)

Procedimentos

Cada grupo principal (A, B, C, D, E, F, G e H) devera trazer para o laboratorio uma tigela funda para
sovar a massa, com um didmetro aproximado de 35 cm e profundidade de 25 cm.

Cada sub-grupo deverd trazer para o laboratorio uma assadeira retangular de cerca de 30 cm de
comprimento.

Cada grupo principal (A, B, C, D, E, F, G e H) vai preparar uma receita de massa.

Ao final, cada sub-grupo vai assar o seu pao (X1, X2, X3).

Preparagcao da massa

Colocar 20 g de sacarose e um béquer de 500 mL com 150 mL de dgua morna.

Dissolver os tabletes de fermento.

Adicionar a suspensdo cerca de 100 g de farinha.

Misturar bem.

Aguardar o aumento de volume da mistura e a formacdo de bolhas de gas.

Colocar na tigela funda o restante da farinha e do agucar.

Adicionar, mexendo bem com as maos, ¢ restante da agua na qual ¢ sal tenha sido previamente

dissolvido.

8. Adicionar entdo os ovos batidos e o dleo.

9. Misturar até obter uma massa lisa e homogénea.

10. Quando a massa dobrar seu volume, coloca-ia na tigela.

11.Misturar fortemente, sovando a massa, durante 10-15 minutos até a massa ficar lisa, elastica,
cheia de boihas e ndo grudar nos dedos.

12.Fazer uma bola de massa.

13.Pingar sobre a bola algumas gotas de dleo para lubrificar 2 superficie.

14. Deixar na tigela para crescer até o dobro do volume. As tigelas podem ser colccadas em uma
estufa a 30 °C.

15. Afundar a massa com as maos quando esta dobrar de tamanho, o que leva cerca de uma hora.

16. Sovar novamente por outros 10-15 minutos.

17.Fazer nova bola de massa.

18. Lubrificar a massa com algumas gotas de 6leo.

19. Deixar a massa crescer a 30°C para dobrar de novo de volume.

20. Afundar a massa novamente ao fim do segundo crescimento.

21.Moldar a massa em um cilindro.

22.Dividir a massa em 3 partes iguais.

Cada sub-grupo devera trabalhar com uma parte da massa.

NounhAwWwNH
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Preparacdo da tranca

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

Subdividir o pedago de massa recebido em 3 partes.

Moldar cada uma elas como um cilindro de 30 cm de comprimento por 3-4 cm de diametro.
Colocar as trés tiras de massa em paralelo na assadeira.

Tranga-las passando uma tira sobre a outra.

Pressionar unidas as pontas da massa.

Fazer uma mistura feita com 1 ovo batido, 100 mL de agua e 50 g de sacarose.

Pincelar a tranca formada com a mistura.

Colocar a assadeira na estufa a 30°C.

Deixar a massa crescer até a tranga dobrar ou triplicar seu volume.

Coloque a massa para assar na estufa requlada para 180°C (forno médio).

Deixar assar por cerca de 30 minutos, até que fique bem dourada.

Verificar se o pdo esta bem assado enfiando a lamina de uma espatula de ago ou de uma faca no
pdo. A lamina deve sair seca.

Questodes para Discussao

1.

2.
3.

i

Porque a massa mole de farinha e levedo forma bolhas?

As bolhas sdo formadas de que gas?

Ja que a levedura S. cerevisiae ndo expressa a enzima amilase, que substratos usa para o seu
metabolismo na massa de pao?

Porque a massa é sovada e deixada crescer?

Porque o pao nado tem gosto de alcool?
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