


A principal diferenga entre a abordagem tradicional do trabalho laboratorial e o trabalho
experimental de natureza investigativa, é o grau de envolvimento dos alunos na
compreenséo “do fazer”.

Watson, 1993
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Absorvéncia
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Resumo

Paulo Jorge Rocha Ruivo (2010) Metais, Ambiente e Vida - Interferéncia do Vanadio
nos sistemas vivos e sua contextualizagao no ensino das Ciéncias Experimentais
Tese de Mestrado (R. Ferreira e |. Alves-Pereira, orientadores) Universidade de Evora,

Evora, Portugal.

A actividade aqui descrita teve como objectivo aproximar alunos do ensino secundario a
uma abordagem fisiolégica € molecular sobre os efeitos dos metais nos seres vivos. Os
alunos ficaram familiarizados com abordagens teéricas e experimentais que permitiram
avaliar o crescimento celular por observagdo qualitativa, determinagdo do conteudo
proteico e da actividade especifica fosfatase alcalina (ALP), recorrendo a centrifugagao
diferencial, leituras de absorvéncia e tratamento informatico dos resultados. Os
estudantes concluiram que a presenga de metavanadato de amaonio inibiu o crescimento
da levedura vinica Saccharomyces cerevisiae UE-MEj; causando um decréscimo
significativo do conteudo proteico e da actividade especifica ALP, um marcador da
proliferagdo celular. A avaliagdo de competéncias adquiridas, bem como, os inquéritos de
opinido mostraram que a maior parte dos alunos do 10° e 12° ano da Escola Secundéria
Dom Manuel Martins de Setlubal, envolvidos nesta acgdo, atingiram com sucesso e
satisfagdo os objectivos previamente tragados, revelando uma aprendizagem

significativa.

Paulo Ruivo Xl






Metais, Ambiente e Vida 2010

Abstract

Paulo Jorge Rocha Ruivo (2010). Metals, Environment and Life - Influence of
vanadium in living systems and their contextualization in the teaching of
experimental sciences. Master's thesis (R. Ferreira. and |. Alves-Pereira, advisers)

University of Evora, Evora, Portugal.

The work described here aimed to bring high school students to a physiological and
molecular approach on the effects of metals in living organisms. The students were
familiar with theoretical and experimental approaches that allowed them to evaluate cell
growth by qualitative observation, protein contents and alkaline phosphatase (ALP)
determination, using differential centrifugation, absorbance readings and computational
analysis of data. The students concluded that the presence of ammonium metavanadate
inhibited the wine-wild yeast Saccharomyces cerevisiae UE-ME; growth, and cause a
significant decrease of protein content and ALP specific activity, a cell proliferation
marker. The assessment of acquired skills, as well as opinion surveys showed that the
vast majority of students of 10" and 12™ years of High School Dom Manuel Martins of
Setubal, involved in this project have reached with success and satisfaction the goals
previously set for this action and reveals a significant learning.
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1. Problema

A contaminagdo da agua, dos solos e dos alimentos com vanadio, podem ser
factores que contribuem para a absorgdo em excesso desse elemento pelos seres vivos.
Os niveis de vanadio detectados nos combustiveis fosseis sdo elevados, pelo que em
zonas industriais ou de elevado trafego rodoviario, a contaminagdo atmosférica pode ser
relevante. E também um elemento constituinte de algumas ligas metalicas, como o ago
inoxidavel estando igualmente presente em 6xidos metalicos utilizados na pigmentagéao
de garrafas, facto que leva ao aumento da sua concentragdo em algumas bebidas
engarrafadas, como o vinho, visto poder permanecer guardado nessa forma durante
bastantes anos. A produgao de fitofarmacos também contribui para o aumento acentuado
dos niveis ambientais de vanadio em determinadas regides do globo terrestre, tornando-o
um poluente. Desse modo, a detecgao de alteragdes em actividade enzimatica induzidas
por este elemento, assume actualmente particular importancia. As interferéncias que este
metal de transicdo pode exercer nos seres vivos pode ser ilustrada recorrendo a cultura
de leveduras, organismos eucariotas unicelulares, excelentes para treinar estudantes em

actividades de quimica, ambiente e vida.

A tilizagdo de ferramentas bioinformaticas permite detectar no genoma de
Saccharomyces cerevisiae sequéncias homédlogas de sequéncias do genoma humano.
Tal facto torna possivel utilizar estes eucariotas unicelulares como modelo biolégico,
alternativo aos pequenos animais, como cobaias, desenvolvendo-se linhas de
investigagdo que avaliam o stress por metais sobre os seres vivos, incluindo o Homem.
Além do mais, a levedura em questdo € um organismo GRAS, pelo que protocolos
desenvolvidos com esta levedura sdo adequados ao desenvolvimento de conhecimentos
e competéncias em alunos dos ensinos basico e secundario.

O desenvolvimento da actividade de investigagdo aqui apresentada possibilitou aos
alunos de uma turma-piloto da disciplina de Fisica e Quimica A (ano |), do 10° ano de
escolaridade, da Escola Secundaria Dom Manuel Martins de Setlbal, participarem
activamente no planeamento e na preparagdo de uma actividade laboratorial, com o
objectivo de avaliar como o vanadio afecta o crescimento da levedura vinica S. cerivisiae.
Os resultados experimentais obtidos em cada fase desta actividade de investigagdo
mobilizaram os estudantes para uma aproximagdo cientifica importante a estudos
ambientais que utilizem microrganismos como pegas importantes do processo. A
avaliagdo de competéncias desenvolvidas pelos alunos, perante um mesmo conjunto de
questdes problema colocadas antes e apds a realizagdo das diferentes fases da

actividade experimental, permitiu avaliar o seu grau de cumprimento.
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2. Objectivos

2.1. Objectivo geral
Investigar a acgdo do metavanadato de aménio, um sal pentavalente de vanadio,
como agente metalico de stress no crescimento da Saccharomyces cerevisiae UE-ME.

Contextualizar a influéncia do vanadio sobre sistemas vivos, ao desenvolvimento de

competéncias no ambito das ciéncias experimentais para o ensino secundario.

2.2. Objectivos especificos

Conhecer:
- as propriedades fisico-quimicas do vanadio.
- as propriedades fisico-quimicas do metavanadato de amoénio.
- a actividade biolégica do vanadio.
- caracterizagao biologica de S. cerevisiae.
- 0 enunciado da lei de Beer — Lambert.
Compreender:
- a localizagdo do vanadio na tabela peri6dica.
- os estados de oxidagao que o vanadio pode assumir.
- 0 estado de oxidagao do vanadio no metavanadato de amonio.
- a reactividade do metavanadato de amonio.
- a importancia dos metais de transi¢gdo nos sistemas vivos.
- a toxicidade do metavanadato de amoénio nos sistemas vivos.
- a importancia da S. cerevisiae nos estudos de toxicidade pelos metais.
- 0 significado matematico e fisico-quimico da lei de Beer — Lambert.
- a importancia de um branco em espectrometria de absorgdo molecular.
Dar valor:
- ao estado de oxidagao pentavalente do vanadio
- a toxicidade do vanadio pentavalente.
- & resposta ao metavanadato de amoénio por S. cerevisiae UE-MEs.
- a preparagao de solugbes tampao para o estudo de enzimas.
- ao intervalo de concentragdo em que é valida a lei de Beer — Lambert.

- & qualidade de uma curva de calibragao.
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- a preparagao de um branco em espectrometria de absorgdo molecular.

- a detecgdo de erros acidentais na validagdo dos resultados obtidos.

- a curva de reacgao obtida por espectrometria de absorgdo molecular.

- ao crescimento da S. cerevisiae na presenga de metavanadato de aménio.

- a actividade fosfatase alcalina (ALP) de S. cerevisiae UE-ME; em presenga

de metavanadato de amonio.
Aplicar:
- a lei de Beer - Lambert a quantificagcdo de outros compostos.

- a espectrometria de absor¢do molecular a detecgdo de outras actividades

enzimaticas.
- a metodologia na avaliagao da acgao de outros metais.

- as alteragbes do crescimento e dos niveis de fosfatase alcalina (ALP) em S.
cerevisiae UE-MEj;, na detecgdo de vanadio no ambiente.

2.2. Objectivos funcionais

Seleccionar material adequado a preparagéo de solugdes.

Preparar solugdes tampao e outras.

Preparar coldides.

Obter suspensées.

Preparar meios de cultura liquidos e soélidos para crescimento de leveduras.
Utilizar ultra-sons na lise celular.

Obter extractos e fracgdes celulares por centrifugacéo.

Construir curva de calibragéo (A vs [BSA]) para quantificagdo de proteinas.

Construir curva de reacgao (A vs t) para determinar a actividade enzimatica ALP de
S. cerevisiae UE-ME;, utilizando como substrato o para-nitrofenilfosfato (p-NPP).
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3. Competéncias gerais a desenvolver

Tipo processual:
- seleccionar material de laboratério adequado a actividade experimental;
- identificar material e equipamento de laboratério e explicar a sua utilizagao /
funcéo;
- manipular com correcgdo e respeito por normas de seguranga, material e
equipamento;
- executar, com correcgdo, técnicas previamente ilustradas ou demonstradas.
Tipo conceptual:
- discutir os limites de validade dos resultados obtidos respeitantes ao
observador, aos instrumentos e a técnica usados;
- interpretar simbologia de uso corrente em Laboratérios de Quimica (regras
de seguranca de pessoas e instalagdes, armazenamento, manipulagio e
eliminagéo de residuos quimicos e biolégicos);
- identificar parametros que poderdo afectar um dado fenémeno e planificar
modos de os controlar;
- formular uma hipétese sobre o efeito de um determinado parametro;
- planear uma experiéncia para dar resposta a uma questédo — problema.
Tipo social, atitudinal e axiologico:
- apresentar e discutir na turma propostas de trabalho e resultados obtidos;
- desenvolver o respeito pelo cumprimento de normas de seguranga: gerais,
de protecgdo pessoal e do ambiente.
Aprendizagem:
- usar diferentes estratégias de aprendizagem e modos de construgéo de
conhecimento cientifico.
Sociais:
- cooperar em equipa de forma a recolher dados, executar procedimentos ou
interpretar informagao cientifica.
Processuais:
- observar, experimentar, avaliar, interpretar graficos, mobilizar destrezas
matematicas;
- analisar criticamente situag¢des particulares.
Comunicativas:
- usar e compreender linguagem cientifica, registar, ler e argumentar usando

informacao cientifica.
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4. Metodologia

Os contelidos ndo podem ser tratados a margem dos seus processos de
construgdo. Desse modo, o professor deve contribuir para a construgdo de uma
aprendizagem significativa, que segundo Novak (1993), esta subjacente a integracao
construtiva do pensamento, sentimento e acgédo que ocorre na aprendizagem humana e
na construgao de novos conhecimentos (Alonso, 2000). Elliot (1995) complementa ainda
referindo que para fomentar o pensamento independente e o aumento da compreensao e
da reflexdo ou metacognigdo, os professores devem também reestruturar a sua visdo do

saber e a maneira de o representar perante os alunos.

Pretendeu-se desse modo desenvolver e avaliar uma metodologia que permitisse a
construgdo de novos conhecimentos a partir dos anteriores, recorrendo-se ao que
Vigotsky (1988) denomina por zona de desenvolvimento potencial. Proporcionou-se com
os intervenientes, o que Magalhdes (2006) refere como uma educacdo mais global e
menos fragmentada, possibilitando melhorar a atitude e o interesse dos alunos em
relagdo a ciéncia e a sua efectiva aprendizagem, mostrando uma imagem mais completa
e contextualizada, preparando-os simultaneamente para o exercicio de uma cidadania

responsavel.

No cumprimento da metodologia utilizada, pretendeu-se que o trabalho
experimental realizado no decurso desta actividade viesse dar resposta a um problema

onde os alunos aplicassem e desenvolvessem novas competéncias (Gémez 2007, Gott,
1995).

Desse modo, para proporcionar uma contextualizagdo de alguns objectos de ensino
no ambito das ciéncias experimentais, tomando uma abordagem CTS — A (Ciéncia -
Tecnologia — Sociedade - Ambiente), a concretizagdo dos objectivos tragados para este
trabalho obedeceu a um plano que desse resposta a questdo problema: Como o vanadio

afecta o crescimento de Saccharomyces cerevisiae?”.

Contudo, proporcionou-se previamente uma discussdo com os alunos sobre a
problematica do vanadio como metal de transigdo que em algumas regides esta-se a
acumular nos solos e na agua devido a actividade humana. Perguntando aos alunos se
este fenomeno pode provocar problemas na satde publica, estes foram orientados para a
formulagdo da questdo problema supra citada e simultaneamente sensibilizados para a
importéncia de utilizarem um organismo nativo, eucariota, de baixa toxicidade e sem

levantar problemas éticos associados a utilizagdo de animais como cobaias.

De acordo com Pella (1961), esta abordagem permite uma aproximagao a categoria
| classificada pelo autor, na qual o trabalho experimental baseado na resolugdo de
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problemas, tem a intervengdo activa dos alunos em todas as fases de procedimento

relativas a formulagdo do problema, nomeadamente, a formulagao de hipoteses,

planificagdo, realizagdo, registo de dados e de observagdes, conclusdes.

A metodologia desenvolvida e avaliada, esteve ainda de acordo com o modelo de
resolugdo de problemas em actividades de natureza investigativa referenciado por
Kempa (1986), segundo o qual, existe genericamente como sequéncia de etapas, o
reconhecimento de problemas, transformagdo de um problema numa investigagdo aberta,
desenho e planeamento do trabalho experimental, sua execugao pratica, registo de
dados e observagdes, interpretagdo de dados e informagdes, avaliagao de resuitados e

métodos, e por fim, a solugéo do problema (Araujo, 2008).

De referir ainda que os alunos foram inicialmente sensibilizados para a importancia
de darem resposta a essa questdo, tendo em conta que as homologias sequénciais que o
genoma dessa levedura apresenta com o genoma humano, pode permitir obter hipoteses
acerca dos possiveis efeitos do vanadio na saude publica, visto que este elemento ja se
assume como poluente devido a intervengdo do homem. Foi ainda importante informar os
alunos que o recurso a esta levedura, que se obtém facilmente e que nao apresenta
toxicidade relevante, evita que se utilizem cobaias, o que € também uma enorme
vantagem por motivos éticos e respeito pelos animais. Vai-se assim ao encontro de que o
recurso a problemas actuais e relevantes, suscita o interesse e a participagdo activa dos
alunos no desenvolvimento de competéncias, na construgdo de conhecimentos
cientificos, na compreensdo do papel da ciéncia e da tecnologia na sociedade, assim
como no desenvolvimento cognitivo, social, politico, moral e ético dos alunos (Reis, 2008,
Sadler, 2004; Zeidler, 2003).

Os alunos foram estimulados a discutir e planificar em grupo as actividades
experimentais, de modo a darem resposta as varias questdes problema. Antes de terem
desenvolvido cada uma das actividades experimentais, responderam a um conjunto de
questdes que permitiram avaliar competéncias gerais € especificas definidas no dmbito
das ciéncias experimentais e que se encontram descritas detalhadamente neste trabalho.
Apds a realizagdo de cada uma dessas actividades experimentais, os alunos voltaram a
responder as mesmas questdes, de modo a proceder-se a avaliagdo da evolugdo de
competéncias, a partir da comparagdo de médias referentes ao grau de desempenho
obtido antes e apds a realizagdo das referidas actividades. Foi utilizado um grau de

confianga de 95%.

Por fim, pretendeu-se ainda desenvolver nos alunos envolvidos alguns juizos de
valor que se encontram no nivel superior do dominio metodolégico do V. de Gowin, os

quais visam criar uma importancia e um conjunto de valores relacionados com o
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conhecimento produzido (Moreira, 1997; Gowin, 1981). Este nivel pode ter sido atingido
ao ter-se promovido uma discussdo com os intervenientes no trabalho experimental, na
qual, perante uma analise cuidada dos resultados obtidos, colocou-se como hipétese o
vanadio causar problemas na saude publica e dai, a necessidade de se desenvolverem

comportamentos que visem diminuir a emissdo desse elemento para o meio ambiente.

4.1. Estratégias

4.1.1. Estratégia experimental
A concretizagao dos objectivos definidos para este trabalho obedeceu ao plano:
Locais de realizagéo:

- Laboratério de Bioquimica Analitica, Fase Il do Colégio Luis Anténio

Verney, Escola de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Evora.

- Laboratério de Quimica da Escola Secundaria Dom Manuel Martins,
Setubal.

Duragéo: 12 meses.
Modelo Biolégico: Saccharomyces cerevisiae UE-ME;,

Colecgdo: estirpe isolada em vinhos regionais do Alentejo depositada na colecgéo
do laboratério de Enologia da Universidade de Evora.

Composto testado: metavanadato de amoénio (NH,VO3).
Preparagées prévias:

Meio liquido YPD;

Meio s6lido YPD e YPD-V com concentragdes diferentes de NH,VO;;

Cultura de S. cerevisiae UE-ME; em meio liquido até a fase exponencial

média;

Cultura de S. cerevisiae UE-ME; em meios sélidos YPD e YPD-V.
Tratamentos: leveduras crescidas em meio sélido durante 72 h a 28 °C

- | sem exposigdo ao metavanadato de aménio, no meio YPD

- Il exposigéo ao metavanadato de aménio, 25 mM, no meio YPD-V

- Il exposi¢do ao metavanadato de aménio, 75 mM, no meio YPD-V
Resultados obtidos ao longo da cultura:

- acompanhamento da cultura em meio liquido pela turbidez a 640 nm.
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Resultados obtidos no final da cultura:

- observagao qualitativa da densidade celular nos diferentes meios sélidos de

crescimento das leveduras.

Fracgao sub-celular seleccionada:

- sobrenadante obtido ap6s centrifugagéo a 12000 g, durante 15 min (Sob).
Parametros analisados:

- curva de crescimento;

- contetido em proteina no sobrenadante p6s-12000 g;

- actividade enzimatica ALP no sobrenadante p6s-12000 g.
Técnicas utilizadas:

- pesagem, balanga analitica;

- leitura de turbidez, espectrémetro de absorgao molecular;

- desintegragdo celular, homogeneizador de sonda de ultra - sons;

- fraccionamento celular, super-centrifuga;

- quantificagéo de proteinas, espectrometro de absorgao molecular,

- quantificagdo de enzimas, espectrometro de absorgdo molecular.

4.1.2. Estratégia pedagoégica
Estabelecimento de ensino: Escola Secundaria Dom Manuel Martins, Setubal.
Universo:

22 alunos que frequentam a disciplina de Fisica e Quimica A (ano |), os quais
procederam a preparagdo dos meios de cultura; acompanharam o
crescimento da Saccharomyces cerevisiae em meios com
diferentes concentragdes de metavanadato de amonio; procederam
a desintegragdo celular, fraccionamento celular e determinagéo do
contetido em proteinas pelo método de Lowry.

4 alunos que frequentam a Area de Projecto (12° ano) e concluiram a
disciplina de Fisica e Quimica A (ano Il) no ano lectivo anterior, os
quais procederam a monitorizagao por espectrometria de absorgéao
molecular, da reaccdo da fosfatase alcalina utilizando o para-

nitrofenilfosfato (p-NPP) como substrato.

Distribuigao etaria: 15 (11 %) - 22 (4 %) anos.
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Tema: Metais, ambiente e vida.
Enquadramento:

Unidade tematica Il - Na atmosfera da Terra: radiagdo, matéria e estrutura (no

ambito do programa de Fisica e Quimica A —ano |);
Unidade tematica | - Metais e Ligas Metalicas (no ambito do programa de
Quimica — 12° ano);
Area de Projecto do 12° ano.
Abordagem Pedagdgica:

Estabelecimento dos critérios de avaliagdo de competéncias.
Avaliagao de competéncias especificas pré - actividade experimental.
Desenvolvimento da actividade experimental subdividida em dois momentos:

- exposigdo teérica e planificagdo acompanhada da actividade

experimental.

- desenvolvimento da actividade experimental em 6 fases de
abordagem:

(a) preparagdo do meio YPD liquido e dos meios sélidos YPD e
YPD-V;

(b) inoculagdo do meio de cultura liquido com a levedura e
acompanhamento do crescimento das leveduras por leituras
de turbidez;

(c) inoculagdo dos meios sélidos com a levedura seguido da
determinagdo qualitativa da densidade celular nos diferentes
tratamentos apés incubagéo a 28 °C durante 72 h;

(d) extraccdo do enzima ALP de leveduras crescidas nos
diferentes meios sélidos;

(e) determinagdo do conteldo em proteinas pelo método de
Lowry;

(f) determinagdo da actividade enzimatica da fosfatase alcalina
(ALP).

Tratamento e discussdo dos resultados experimentais.

Resolugéo de questionarios pés - actividade experimental.

Avaliagdo de competéncias especificas desenvolvidas durante a actividade
experimental.

Avaliagdo do grau de satisfagdo dos alunos relativamente a actividade
experimental.
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4.2. Procedimento experimental

O principal alvo deste trabalho foi aproximar jovens estudantes a problematica dos
metais ambiente e vida e explorar os efeitos do vanadio, um metal de transi¢&o, sobre os
seres vivos, planificando e desenvolvendo actividades experimentais que envolveram a
cultura de S. cerevisiae, o acompanhamento do seu crescimento, a recolha das células e
obtencdo do sobrenadante p6s-12000 g para a quantificagao da proteina, bem como,
para a determinagéo da actividade enzimatica fosfatase alcalina, como forma de ilustrar a
resposta de um ser vivo a presenga de vanadio, um caso particular de metal de transigéo
(Domingos, 1987).

Em termos de estratégia laboratorial, o cumprimento dos objectivos definidos para

este trabalho obedeceu ao plano que passaremos a descrever.

A acgdo decorreu no Laboratério de Quimica da Escola Secundéaria Dom Manuel
Martins em Settbal e no Laboratério de Bioquimica Analitica, fase Ill, do Departamento
de Quimica, da Escola de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Evora, em Evora. O
modelo bioldgico utilizado foi a Saccharomyces cerevisiae UE-MEj;, estirpe nativa, isolada
do mosto de vinhos regionais do Alentejo e depositada na colecgédo do laboratério de
Enologia da Universidade de Evora. O agente quimico utilizado foi o metavanadato de
aménio (NH,VO3). Os ensaios envolveram a preparagéo de meios de cultura YPD e YPD-
V utilizados no crescimento de leveduras, na monitorizagdo da respectiva curva de
crescimento, na determinacdo qualitativa da densidade celular nos diferentes tratamentos
(controlo e 25, 75 mM de NH,VO3) em culturas desenvolvidas durante 72 h, a 28 °C. Os
resultados obtidos ao longo dos ensaios resultaram da observagéo visual dos meios de
cultura, do acompanhamento do crescimento celular por leituras da turbidez a 640 nm, da
determinagéo qualitativa da densidade celular em placa, da determinagéo quantitativa da
concentragdo de proteinas e de actividade enzimatica nos sobrenadantes pés-12000 g,
relativo aos diferentes tratamentos que se encontravam correlacionados com as

caracteristicas dos meios YPD e YPD-V.

As técnicas utilizadas envolveram a pesagem em balanga analitica de reagentes, a
medicdo de volumes, recorrendo ao baldo volumétrico, a provetas, a pipetas e
micropipetas, a esterilizagéo de materiais e de meios de cultura pelo calor humido em
autoclave, pelo calor seco em estufa, ou por filtragdo, bem como, a determinagéo da
turbidez do meio, da concentragdo de proteina e da actividade fosfatase alcalina por
espectrometria de absorgdo molecular. Na preparagao de algumas solugbes como as que
continham metavanadato de aménio os alunos utilizaram material protector apesar da

pequena quantidade envolvida.
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Em termos pedagégicos, o cumprimento dos objectivos definidos para este trabalho
obedeceu ao plano que teve em conta o universo de alunos envolvidos no processo,
correspondente a uma turma-piloto com 22 membros, a frequentarem a disciplina de
Fisica e Quimica A (ano 1), do 10° ano de escolaridade, bem como, outra turma-piloto
com 4 membros que frequentaram a disciplina de Area de Projecto e concluiram a
disciplina de Fisica e Quimica A (ano 1) no ano lectivo anterior, na Escola Secundaria
Dom Manuel Martins de Setubal. A distribuigdo etaria dos participantes localizava-se
entre os 15 (11 %) e os 22 (4 %) anos de idade, com o maximo etario gaussiano,
localizado em torno dos 16 anos (52%). Os alunos participantes foram integrados nas
diferentes fases da actividade experimental que decorreram durante o 3° periodo do ano
lectivo 2008/2009.

4.2.1. Trabalho desenvolvido pelo mestrando

4.2.1.1.Cuidados de assepsia em microbiologia

O material necessario que poderia estar em contacto com a cultura de leveduras
durante o seu crescimento foi previamente esterilizado e manipulado de acordo com os
cuidados de assepsia, uma vez que é essencial manter as culturas puras, evitando
qualquer tipo de contaminagdo (Atlas, 1997; Madigan, 1997). Utilizaram-se trés
metodologias de esterilizagdo de material, solugdes e ambiente de trabalho.

O equipamento mais utilizado para esterilizar materiais e meios de cultura em meio
hamido foi a autoclave, cujo modo de funcionamento é semelhante ao das panelas de
pressao domesticas. Operam normalmente sob uma press&o de 1,02 bar e a temperatura
de 121 °C. A autoclave esterilizou a maioria dos materiais durante 15 a 30 min, tendo sido
a variagdo do tempo de esterilizagdo devida a relagdo superficie/volume dos materiais a
esterilizar. A pressdo, nos valores utilizados em autoclave, por si sO nao exerceu
qualquer efeito na esterilizagédo, sendo util para elevar a temperatura do vapor acima dos
100 °C. O tempo em que decorreu o processo foi necessario para garantir que o vapor
penetrasse e aquecesse o0s materiais alvo da esterilizagdo. Como o ar relativamente frio
da camara de esterilizagdo é muito mais denso do que o vapor de agua a temperatura de
esterilizagdo, causa uma estratificagdo na autoclave que conduz a uma falta de
uniformizagdo da temperatura desenvolvida se nao for permitida a saida do ar.
Considerando que o ar e o0 vapor misturam-se lentamente, as diferengas de temperatura
entre camadas pode ser muito grande, por isso tornou-se necessario substituir todo o ar
por vapor, recorrendo ac procedimento designado por purga. Os materiais mais
volumosos requereram um maior tempo de esterilizagdo. No caso em que foi necessario
utilizar frascos com tampa roscada, estas foram pouco apertadas para a autoclave de
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modo a permitirem a saida do ar e entrada do vapor, evitando-se assim o seu
rebentamento (Ferreira, 1998; Atlas, 1997; Madigan, 1997).

O calor seco foi utilizado para esterilizar material de vidro e outros materiais sélidos
termo-estaveis. Trata-se também de um dos métodos de esterilizagdo mais utilizados e
de facil aplicagdo. O equipamento indispensavel é apenas uma estufa de elevada
temperatura (160—-200 °C) com circulagdo de ar. Para além de ser tida em conta a
resisténcia térmica dos materiais a esterilizar por esta técnica, outra precaugao
considerada prendeu-se com a minimizagdo da possibilidade de contaminar esses
materiais apos a esterilizagéo, facto que nos obrigou a envolver os materiais em papel de
aluminio, papel Craft e mesmo folha dupla de papel de lista telefénica. O calor seco tendo
como fonte o bico de Bunsen foi ainda utilizado para esterilizar a atmosfera de trabalho
quando se manuseia material, solugbes esterilizadas e culturas de microrganismos
(Ferreira,1998).

O principal método utilizado para a esterilizagdo de liquidos que contenham
componentes termo-sensiveis foi a filtragdo. Existem actualmente disponiveis no
mercado filtros esterilizantes de varios poros e capacidades filtrantes. Os que utilizamos
foram os filtros com poros de 0,2 um de diametro, que retém os microrganismos
presentes nas solugdes, nomeadamente de glucose. Esta técnica requereu a recolha do
filtrado em condigbes de assepsia para impedir a contaminag&o do liquido esterilizado
(Prescott, 2002; Madigan, 1997).

4.2.1.2. Material Biolégico
O material biologico utilizado neste trabalho foi a levedura vinica Saccharomyces
cerevisiae UE-ME;, isolada de mostos de vinhos regionais do Alentejo e depositada na

colecgdo do laboratério de Enologia da Universidade de Evora.

4.2.1.3. Meios de cultura
O meio YPD (1/3 de liquido para 2/3 de ar) resultou da preparagao de uma solugéao
de extracto de levedura (1%) e peptona (2%) em agua bidestilada que foi esterilizado
pelo calor himido. Posteriormente adicionou-se glucose (2%) esterilizada por filtragéo
(filtro 0,2 um). A preparagao de meio sélido incluiu a adigao de agar (2%).
O meio YPD-V sodlido foi preparado pela adigdo de metavanadato de aménio ao

meio YPD com agar, de forma a obter a concentragéo de 25 mM ou 75 mM de NH4VOs;.
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4.2.1.4. Acompanhamento do crescimento da cultura

A levedura, mantida no laboratério de Bioquimica Analitica da Universidade de
Evora, a -80 °C em presenca de glicerol, foi inoculada em erlenmeyer contendo 20,0 mL
de meio e deixada crescer overnight a 28 °C, com agitagdo constante (150 rpm). Apés
esse periodo de tempo pipetou-se 3,0 mL dessa cultura que foram utilizados para
inocular 100 mL de meio YPD liquido. O crescimento da levedura foi acompanhado
durante 20 h por leitura da turbidez a 640 nm em intervalos de 1h.

4.2.1.5. Exposigdo ao metavanadato de aménio

As células correspondentes a uma colénia conservada a -80 °C foram cultivadas
em 20 mL de meio YPD liquido e crescidas overnight, a 28 °C com agitagao orbital
constante de 150 rpm. Com esta cultura fresca, inoculou-se meio YPD e acompanhou-se
0 crescimento da cultura lendo a turbidez a 640 nm, até atingir 0,8 (fase exponencial
media). Utilizou-se 0,3 mL/placa (& 9,5 cm) desta cultura para inocular meio sélido YPD e
meio YPD-V sélido previamente preparado como descrito na secgdo 4.2.1.3., deixando

crescer a 28 °C em incubadora durante 72 h.

4.2.1.6. Obtengéo dos lisados celulares

A obtengéo do lisados celulares obrigou @ preparagéo prévia de tampao fosfato 10
mM pH = 7,0, dissolvendo 0,2134 g de NaH,PO, em 100 mL de H,O bidestilada, bem
como 0,1354 g de Na,HPO, em 100 mL de H,O. Em seguida misturaram-se as duas
solugdes e acertou-se o pH a 7,0 com HCI 1 M, recorrendo a um potenciémetro. Acertou-
se o volume da solugdo em baldo volumétrico de 250 mL.

As células de levedura crescidas durante 72 h foram recolhidas, lavadas com agua
bidestilada, recorrendo a centrifugagéo, ressuspendidas em 10 mL de tampao fosfato 10
mM pH 7,0 e posteriormente lisadas em homogeneizador de ultra-sons durante 3 x 5 min
(0,1; 1).

4.2.1.7. Obteng&o do sobrenadante p6s-12000 g

Os lisados obtidos como descrito na secgdo 4.2.1.6. foram submetidos a
centrifugacgao diferencial 3000 g, 10 min, e posteriormente 12000 g, 20 min. Aliquotas dos
sobrenadantes foram guardadas a temperatura de -20 °C para posterior utilizagdo na
determinagéo da concentragdo de proteinas e da actividade enzimatica fosfatase aicalina
(Lake, 1987; Sugimoto, 1990).
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4.2.1.8. Determinagdo do contetido em proteinas

A determinacdo do conteldo em proteinas do sobrenadante pds-12000 g, foi
realizada de acordo com o método de Lowry (1951). Este método quantifica residuos de
aminoacidos aromaticos tirosina e triptofano presentes nas proteinas que reagem com o
reagente de Folin-Ciocalteau, em presenga de ides Cu®" em meio alcalino gerando como
produto final um complexo de heteromolibdénio que apresenta cor azul intensa.
Procedeu-se a construgdo de uma curva de calibragéo (0-200 pug/mL) (Fig 5.2), utilizando

uma solugéo-mae de BSA (500 pug/mL) como padrao.

Preparou-se o reagente de Lowry composto por sulfato de cobre (II) penta-
hidratado 0,1 % (p/v) e tartarato de sédio e potassio 0,2 % (p/v) em carbonato de sodio a
2 % (p/v). Procedeu-se também a preparagdo do reagente de Folin-Ciocalteau, por
diluicdo 1/2 da solugdo comercial com agua bidestilada. Adicionou-se a 0,250 mL de cada
solucdo-padrdo ou das amostras diluidas em NaOH 0,5 M (sobrenadante p6s-12000 g)
1,25 mL de reagente de Lowry preparado extemporaneamente. Agitou-se no vértex e
ap6s 10 min adicionou-se 0,125 mL de reagente de Folin-Ciocalteau, voltando a agitar.
Apds 30 min leu-se a absorvéncia a 720 nm. Interpolou-se, na curva de calibragao
previamente construida, os valores de absorvéncia obtidos para determinarmos o

concentragdo de proteinas.

4.2.1.9. Determinagéo da actividade fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina é uma metalo-enzima com Zn e Mg no seu centro activo que
em meio alcalino hidrolisa ligagdes fosfo-ésteres. Sob o ponto de vista estrutural € uma
glicoproteina. Esta presente em quase todos os organismos vivos, com excepgdo de
algumas plantas. Em leveduras o produto da expressdo do gene PHOS8 localiza-se no
tonoplasto, ao qual esta ancorado pela regio glucidica. A actividade ALP foi detectada
em cada extracto, quantificando em continuo, por espectrometria de absorgao molecular,
durante 180 s, o produto da reacgéo:

o

1
0N @O—T—DH

OH

lm

pKa=7.2 _
po¥s+ OpN —@—UH 4——— ON a

p-nitrofenol gncolor) p-nitrofenclato (amarelo)

pPHPP (incolor)

Figura 4.1. Reacgéo da fosfatase alcalina com o substrato sintético p-NPP.
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A actividade enzimatica foi calculada a partir do coeficiente angular de curvas de
reacgao tragadas em células de absorgdo molecular, a 405 nm, em tampao Tris-HCI 0,5
M pH 8,5, utilizando como substrato o para-nitrofenilfosfato (0,9994.>r> 0,9997).

A determinagéo da actividade ALP obrigou & preparagao prévia de tampao Tris-HCl
0,5 M, pH = 8,5, dissolvendo-se 6,0570 g de Tris base em 25 mL de H,O bidestilada,
titulando-se esta solugdo com HCI 1M até pH 8,5. Acertou-se o volume final em baldo
volumétrico de 100 mL.

4.2.2. Trabalho desenvolvido com os alunos

Apds a definicdo dos objectivos gerais do trabalho, os alunos, organizados em
pequenos grupos de 2 ou 3 elementos, desenvolveram diferentes actividades por etapas,
procedendo em cada uma delas a sua planificagéo, tendo também havido especial
preocupagao para que concluissem por si mesmos os procedimentos e calculos

necessarios a sua realizagao.

Apresenta-se em anexo os principais elementos decorrentes desse trabalho,
nomeadamente, diapositivos em PowerPoint expostos aos alunos, orientagbes escritas
para desenvolvimento da metodologia experimental, tendo em vista a planificagao de
cada uma das actividades, assim como, um conjunto de questdes pés-laboratoriais para
cada fase do procedimento experimental. Relativamente a cada etapa, mostra-se na

secgdo 5 algumas das evidéncias e resultados obtidos.

4.2.2.1. Preparagédo do meio YPD liquido, e dos meios sélidos YPD e YPD-V

Planeamento da preparagéo de meios de cultura para S. cerevisiae UE-ME;,

A escolha do meio de cultura YPD a preparar por cada um dos grupos foi planeada
com a primeira turma-piloto, tomando como exemplo a composigdo dos ensaios controlo.

Preencheu-se desse modo a tabela com a seguinte estrutura:

Meio de cultura Grupo

20 mL de meio de cultura YPD liquido.

100 mL de meio de cultura YPD liquido.

100 mL de meio de cultura YPD sélido sem metavanadato de aménio.

100 mL de meio de cultura YPD sélido com a menor concentragdo de
metavanadato de aménio, planeado pela turma ( mM).

100 mL meio de cultura YPD soélido com a concentragdo mais elevada de
metavanadato de aménio, planeado pela turma ( mM).
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Preparagdo dos meios liquidos YPD
Num erlenmeyer de 100 mL, dissolveu-se 0,2000 g de extracto de levedura, 0,4000
g de peptona e 0,4000 g de glucose em 20 mL de agua bidestilada.

Num erlenmeyer de 250 mL, dissolveu-se extracto de levedura, peptona, glucose
em agua, de modo a preparar-se 100 mL de meio de cultura semelhante ao anterior.

Desse modo, os alunos discutiram, calcularam e mediram:
- massa de extracto de levedura
- massa de peptona
- massa de glucose
- volume de agua

Nota: Estas duas culturas foram preparadas separadamente a partir de dois grupos de

trabalho, que trocaram informagdes entre si.

Preparagdo de meios sélidos YPD e YPD-V

Para o ensaio controlo, sem metavanadato de amoénio, dissolveu-se em frasco
graduado, 2,0000 g de extracto de levedura, 4,0000 g de peptona, 4,0000 g de glucose,
4,0000 g de agar com 200 mL de agua bidestilada.

Para o ensaio em presenca de metavanadato de amoénio prepararam-se 200 mL de
dois meios solidos YPD-V com concentragdo de 25 e 75 mM de NH,VOs;, tendo os alunos
discutido, calculado e medido:

- concentragdo molar de metavanadato de aménio pretendida;

- quantidade de metavanadato de aménio necessaria para cada meio de cultura;

- massa molar do metavanadato de amoénio (NH,VOs3);

- massa necessaria de metavanadato de aménio (NH,VOs) para preparar cada

meio de cuitura;

- massa a medir tendo em conta a balanga apresentada.

4.2.2.2. Inoculagdo de meio de cultura liquido com a levedura e acompanhamento do

crescimento das leveduras por leituras de turbidez

Apds a preparagdo dos meios de cultura YPD e a sua esterilizagao em autoclave
durante 120 min inoculou-se uma aliquota de cultura isolada de Saccharomyces
cerevisiae UE-ME; em 20 mL de meio liquido YPD recorrendo a uma ansa de crémio —
niquel, previamente esterilizada colocando-se de imediato em banho com temperatura

controlada por termostato, no qual permaneceu durante 16 h a temperatura de 28 °C.
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Pipetou-se 3 mL da suspensdo obtida para 100 mL de meio liquido YPD,
colocando-se a nova suspensdo em banho com temperatura controlada por termostato a
temperatura de 28 °C, monitorizando-se a turbidez da cultura até atingir 0,8.

4.2.2.3. Inoculagdo dos meios sélidos com a levedura seguido da determinagado
qualitativa da densidade celular nos diferentes tratamentos apés incubagdo a
28 °C durante 72 h

O meio YPD sdlido foi distribuido em caixas de Petri previamente esterilizadas.
Apos a sua completa solidificagdo, mais de 12 h, estes meios foram inoculados, a chama,
com S. cerevisiae, utilizando 0,300 mL de cultura liquida a meio da fase exponencial de
crescimento, turbidezgsonm 0,8.

Repetiu-se o mesmo procedimento com os meios YPD-V sélidos, preparados com

diferentes concentragées de metavanadato de amoénio.

4.2.2.4. Extracgao do enzima ALP de leveduras crescidas nos diferentes meios sélidos

Ao fim de 72 h de crescimento, as células de levedura foram recolhidas, lavadas e
ressuspendidas em 5,0 mL de tampao fosfato 10 mM pH 7,0, sendo posteriormente

lisadas em homogeneizador de ultra-sons durante 3x 5§ min (0,1; 1).

Os homogeneizados foram submetidos a centrifugagao diferencial 3000 g, 10 min, e
posteriormente 12000 g, 20 min. Aliquotas dos sobrenadantes foram guardadas a -20 °C
para posterior utilizagdo na determinagado de conteudo proteico e actividade enzimatica
ALP.

4.2.2.5. Determinagdo do conteudo em proteinas pelo método de Lowry

Preparagao do reagente de Lowry

Mediu-se e transferiu-se para um balao volumétrico de 50 mL, 0,5 mL de solugdo B
(Sulfato de cobre pentahidratado) e 0,5 mL da solugao C (Tartarato de sédio e potassio 2
% (p/V)). Completou-se o volume do baldo com solugdo A (Carbonato de sddio a 2 %
(p/V) em hidréxido de sédio 0,1 M).

Preparagao do reagente de Folin

Discutiu-se com os alunos o volume de solugdo de Folin-Ciocalteau (Solugdo D —
Método de Lowry) necessario para preparar 10,0 mL do reagente de Folin, diluindo ¥z a

referida solugdo. Preparou-se a diluigdo e agitou-se no vortex vigorosamente.
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Preparagéo das solugées de albumina de soro bovino (BSA)

Em cada tubo de ensaio, diluiu-se a solugdo de BSA inicial com a solugdo aquosa
de hidréxido de sédio, de modo a obter-se 1,0 mL de novas solu¢gdes de BSA com a

concentragdo massica indicada no quadro seguinte:

Concentragao massica de BSA
Tubo pg/mL

0
50
75

100
125
150
175
200

OINID(O[R|WN | —

Calculou-se e registou-se o volume de BSA e de hidréxido de sddio (NaOH) 0,5 M
necessarios para se preparar as varias solugdes de diferente concentragdo massica de

BSA, tendo preenchido o quadro seguinte:

Tubo Concentragdo massicade BSA | Volume de BSA/mL | Volume de NaOH / mL

(pg/mL) (500 pg/mL) (0,5 M)
0

50

75

100

125

150

175

DN |WIN

200

Agitou-se cada mistura no voértex durante duas vezes e deixou-se 10 min. em

repouso.
Adicionou-se 0,50 mL de reagente de Folin a cada mistura e aguardou-se 30 min.
Discutiu-se e registou-se o comprimento de onda a utilizar adequadamente, tendo
em conta as informagdes disponibilizadas.

Mediu-se a absorvéncia de cada amostra a 720 nm.

Construiu-se em fotha de Excel a curva de calibragdo e calculou-se a recta de
regresséo recorrendo ao método dos minimos quadrados. Discutiu-se a qualidade da
curva obtida tendo em conta o coeficiente de correlagdo e a obediéncia & lei de Beer-

Lambert, em particular ao valor da ordenada na origem. Posteriormente, os alunos
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calcularam a concentragéo total de proteina em cada extracto por interpolagdo grafica da
curva de calibragdo e tendo em conta as diluigdes efectuadas. Representou-se
graficamente em folha Excel o valor da concentragao total de proteina para cada situagao
experimental. Discutiu-se como a concentragdo de metavanadato de aménio no meio de
cultura da levedura em estudo, pode afectar a concentragao total de proteina em cada

extracto.

4.2.2.6. Determinagéo da actividade enzimatica da fosfatase alcalina (ALP)

Discutiu-se e seleccionou-se o comprimento de onda o6ptimo (405 nm) para
monitorizar no espectrémetro de absorgdo molecular, a 37°C, durante 180 s, a variagdo
de absorvéncia devido a libertagao de p-nitrofenolato para o meio de reacgao.

Preparou-se o branco, misturando-se:

- 100 uL de tampéo Tris-HCI 0,5 M, pH 8,5;

- 200 yL de p-nitrofenilfosfato 6 mM;

- 700 uL de agua destilada.

Discutiu-se a forma de preparar a mistura de reacgdo. Preparou-se para cada
situagao experimental a mistura:

- 100 pL de tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 8,5;

- 200 pL de p-nitrofenilfosfato 6 mM;

- 600 uL de agua destilada;

- 100 pL de extracto.

Apos a adigao do extracto monitorizou-se de imediato a absorvéncia ao longo do
tempo.

Construiu-se a curva de reacgao para cada extracto recorrendo a folha de Excel.
Optimizou-se a diluigdo adequada dos extractos confirmando a linearidade das curvas de
reacgdo pelo método dos minimos quadrados. Calculou-se a velocidade inicial de
reacgéo (Vo) para a ALP a partir do coeficiente angular das curvas de reacgdo. Calculou-
se a actividade especifica ALP pela razio v, (min™)/[proteina] (mg/mL). Representou-se
graficamente em folha Excel o valor da actividade especifica para cada situagéo
experimental. Discutiu-se como a concentragdo de metavanadato de aménio no meio de

cultura da levedura em estudo, pode afectar a concentragdo da fosfatase alcalina.
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4.2.3. Anadlise estatistica das competéncias desenvolvidas pelos alunos e
grau de satisfacao

A avaliagdo de competéncias especificas desenvolvidas pelos alunos durante a
acgdo, foi determinada recorrendo a um mesmo conjunto de perguntas problema
colocadas antes e apds a realizagdo das seis fases da actividade experimental.

A analise estatistica dos resultados obtidos antes e apds a acgao, expressos pela
pontuagdo obtida em cada pergunta (0-100), tomou como significativas as diferengas
detectadas entre cada instante de avaliagéo, recorrendo ao teste t-student para amostras
independentes. Uma andlise mais pormenorizada dos resultados experimentais foi
aplicada a pontuagao obtida em cada uma das seis fases da actividade experimental (a,
b, ¢, d, e, f) pela ANOVA.I. Recorreu-se ao Software SPSS (v 18; SPSS Inc, Chicago, IL),
licenciado para a Universidade de Evora (Sokhal, 1997).

A avaliagdo do grau de satisfagdo pessoal dos alunos relativa a actividade
experimental realizou-se com recurso a um inquérito de opinido. Os resultados foram

analisados pelo valor percentual de respostas obtidas em cada item.
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4 3. Organigrama

Mestrando

Alunos

Elaboragdo de questionarios que permitam a
avaliagdo de competéncias gerais no dmbito das ciéncias
experimentais.

Definigdo dos critéios de correcgdo das questdes
apresentadas nos questiondrios.
Cuidados de assepsia via seca e via himida.

Preparagéo de meio YPD liquido
meio YPD sélido e meios YPD-V soélidos (25 mM e 75 mM)

tnoculagdo de levedura vinda de -80 °C em 20 mL de
meio liquido YPD e crescimento 16 h a 28 °C.

Inoculagdo de 3 mL do meio obtido em 100 mL de
meio liquido YPD e registo da turbidezss nm da cultura
durante 20 h.

Adigdo de 0,3 mL do meio de cultura na fase exponencial
média de crescimento da S. cerevisiae a meio YPD sélido
e a diferentes meios YPD-V sélido (25 mM e 75 mM
NHsVOs), com trés réplicas para cada um dos meios.

Crescimento em incubadora a 28 °C durante 72 h.

C Obtengdo dos lisados celulares (recollha das
celulas e lavagem com agua bidestilada; resuspensdo em
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7; lise com homogeneizador de
ultra—sons 3 vezes 5 min (0,1;1)).

Armazenamento a — 20°C de
aliquotas sobrenadante p6s-12000 g.

Determinagdo da concentragdo de proteinas no
sobrenadante pds-12000 g pelo método de Lowry.

Obtengéo de curvas de reacgdo a 405 nm utilizando o
p-NPP como substrato.

Determinagdo da actividade enzimatica e da
actividade especifica da ALP para cada situagdo
experimental.

Tratamento estatistico que permita a comparagio de
medias da avaliagdo das respostas dadas pelos
alunos as questdes por estes respondidas antes
e apés a realizagéo da actividade experimental.

Avaliagdo do grau de satisfagdo dos alunos pela
realizagdo da actividade experimental.

Recolha de informagdo sobre a presenga de vanadio
no meio ambiente resultante da acgdo humana.

Discusséao das possiveis interferéncias do vanadio na vida.

Discussdo das vantagens em se desenvolver esse
estudo em culturas de leveduras.

Planificagdo da actividade experimental que permita
responder & questao problema
“Sera que o vanadio como poluente podera afectar a saude
humana?”.

Resposta a diversas questes que permitam uma
avaliagdo de competéncias gerais do Ambito das ciéncias
expenmentais.

Cuidados de assepsia via seca e via himida.

Preparagédo de meios:
liquidos YPD;
solidos YPD e YPD-V (25 e 75 mM NH,VO,).

Aplicar os conceitos de concentragdo méassica e de
concentragdo molar.
Medi¢bes de massas e de volumes.

Inoculagdo de levedura em 20 mL de meio liquido
YPD e crescimento 16 h a 28 °C,

Inoculagéo de 100 mL de meio liquido YPD com 3 mL da
cultura obtida anteriormente e registo da turbidezsg v da
cultura até atingir 0,8.

Inoculagdo de meios YPD e YPD-V sélidos
com 0,3 mL de cultura na fase exponencial média de
crescimento da S. cerevisiae.

Crescimento em incubadora a 28 °C durante 72 h.

Obtengdo dos lisados celulares (recollha das células e
lavagem com 4agua bidestilada; resuspenséo em
tampdo fosfato 0,1 M, pH 7; lise com
homogeneizador de ultra—sons 3 vezes 5 min
(0,1;1)).

Armazenamento de sobrenadantes p6s-12000 g a — 20 °C.

CDeterminagéo do conte(do proteico no sobrenadante
p6s-12000 g pelo método de Lowry.

Obtengédo de curvas de reacgéo a 405 nm utilizando o
p-NPP como substrato.
Determinagédo da actividade especifica da ALP .

Conclusdes e resposta a questéo problema.

Resposta pés actividade experimental ao mesmo
questionario apresentado antes da realizagdo da
actividade experimental .

Resposta a um questionério para avaliar o grau de
satisfagdo dos alunos.
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4.4. Reagentes

- Agar, p.a., MERCK, Darmstadt,

- Albumina de soro bovino, Sigma, St. Louis;

- Carbonato de sédio anidro, p.a., 99,5%, MERCK, Darmstadt;

- Dihidrogenofosfato de sodio, p.a., 99,0%, MERCK, Darmstadt;

- Extracto de levedura, Sigma, St. Louis;

- Folin-Ciocalteau, p.a, Sigma, St. Louis;

- Glucose p.a., MERCK, Darmstadt;

- Hidrogenofosfato de sédio anidro, p.a, 99%, MERCK, Darmstadt;

- Hidréxido de sédio, p.a, 99,0%, MERCK, Darmstadt;

- Metavanadato de aménio p.a, 99,0%, MERCK, Darmstadt;

- p-nitrofenilfosfato, p.a, Sigma, St. Louis;

- Peptona, Sigma, St. Louis;

- Sulfato de cobre (Il) pentahidratado, p.a, 99,5%, Panreac, Barcelona;
- Tris (hidroximetil) aminometano, p. a., 99,9%, MERCK, Darmstadt;
-Tartarato de sédio e potassio tetra-hidratado, p.a., 99,9%, MERCK, Darmstadt.

4.5. Material

- Algodao hidréfobo;

- Ansa de crémio - niquel;

- Baldo volumétrico de 50 mL,

- Baldo volumétrico de 250 mL;

- Caixas de Petri;

- Células de absorgao molecular de 1 cm percurso 6ptico;
- Copo de precipitagdo de 10 mL,;

- Cooler;

- Erlenmeyer de 25 mL;

- Erlenmeyer de 100 mL

- Erlenmeyer de 250 mL,

- Esguicho de agua destilada;

- Espatulas;

- Fita indicadora de esterilizagdo em autoclave;
- Folha de aluminio;

- Frascos graduados para autoclave;
- Luvas;

- Micropipeta automatica (P2go; P1000);
- Microtubos de 1,5 mL;

- Pipetas de 1 mL;

- Pipetas de 5 mL;

- Pipetas de Pasteur,

- Proveta de 25 mL;

- Proveta de 100 mL;
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- Pompete;

- Pontas de micropipeta;
- Tetina;

- Tubos de ensaio;

- Vidros de relégio.

4.6. Equipamento

4.6.1. Laboratorial

- Agitador tipo vortex;

- Autoclave de marca Express, modelo microclave;

- Autoclave de marca Selecta, modelo microclave;

- Balanga analitica de marca Mettler, modelo AE 200;

- Balanga analitica de marca Mettler Toledo, modelo PB 303;

- Banho termostatizado de marca Memmert, modelo WNB14;

- Banho termostatizado com agitagdo de marca Memmert, modelo 3200 R;

- Espectrometro absor¢do molecular, feixe duplo, de marca Hitachi, modelo U1500;

- Espectrometro absorgao molecular, feixe duplo de marca Hitachi, modelo U2000,
com banho termostatizado e sistema de circulagdo de agua de marca Grant;

- Estufa de incubagéo de marca Kowell, modelo D2-1;

- Estufa de incubagao de marca Binder, modelo WTC;

- Homogeneizador de sonda de ultra-sons, Branson Sonifier, modelo 450;
- Supercentrifuga de marca Hermle, modelo Z323K;

- Vértex de marca Heidolph, modelo Reax 2000.

4.6.1. Audio-visual

- Computador portatil;
- Projector de video;
- Quadro e marcadores.
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5. Resultados e discussao

5.1. Resultados obtidos pelo mestrando

Ao assumir-se que o alvo principal deste trabalho foi investigar, com alunos de duas
turmas-piloto da escola secundaria Dom Manuel Martins de Setlbal, a acg&o do vanadio,
no crescimento da Saccharomyces cerevisiae UE-MEj;, contextualizado a influéncia dos
metais sobre os seres vivos, procurou-se criar abordagens laboratoriais que permitissem
desenvolver competéncias no dmbito das ciéncias experimentais de facil aplicagdo no
ensino secundario. Nesse contexto tentou-se motivar os alunos para a importancia dos
metais, em particular o vanadio, um elemento com distribuigdo ubiqua na natureza cuja
ocorréncia média na crosta terrestre € da ordem dos 150 ppm. Destacou-se também que
actividades humanas como a queima de combustiveis fésseis, a produgéo e utilizagéo de
fitofarmacos, bem como, a produgdo de ligas metdlicas contribuem para aumentar
drasticamente os niveis de vanadio em algumas regides do globo, tornando-o um
poluente. Referiu-se ainda que embora este metal de transigéo parega ser essencial, em
quantidades trago, para alguns microrganismos, torna-se téxico quando ingerido em
quantidade excessiva. Destacou-se ainda que o metavanadato de amoénio (V*™),
amplamente utilizado na industria quimica € um dos compostos de vanadio que em doses
elevadas apresenta toxicidade para os seres vivos, razdo pela qual foi escolhido como
agente quimico de stress para esta acgdo. No seguimento dessa introdugéo caracterizou-
se sumariamente a estrutura da fosfatase alcalina (ALP), um glico-enzima com zinco no
seu centro activo, cujo papel na célula esta relacionado com a sua participagdo na
diferenciagdo e crescimento celular, em vias de sinalizagdo e apoptose que podem ser
afectados pela pressdo ambiental de metais, como o vanadio. Explicou-se ainda que os
factos descritos anteriormente justificam a realizagdo de estudos que permitam
esclarecer os efeitos do vanadio no ALP, um enzima de importancia metabdlica capital.
Houve também a preocupagédo de esclarecer os estudantes que este tipo de experiéncias
podem ser ilustradas, recorrendo a leveduras, seres unicelulares, eucariotas, como a
Saccharomyces cerevisiae UE-ME;, nativa de mostos de vinho do Alentejo, excelentes
para treinar estudantes em actividades que envolvam a quimica, o ambiente e a vida,
uma vez que séo de facil cultura em condigdes controladas, e que por serem GRAS vao
ao encontro das leis de seguranga microbiolégica e de protecgdo animal que
recomendam o desenvolvimento de modelos alternativos aos animais em estudos prévios

de toxicidade.

Considerando que o sucesso deste tipo de acgbes obriga o docente a montagem e
teste prévio de todas as etapas laboratoriais que vao ser executadas pelos alunos, o

docente procedeu & pesquisa bibliografica que permitiu a planificagdo e redacgéo da
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6.Conclusoes

A actividade descrita neste relatério agrupa um conjunto de experiéncias que
envolveram a execugdo de protocolos simples que utilizam equipamentos, como
balangas, centrifuga de bancada refrigerada, autoclave, banhos e incubadoras de
temperatura controlada por termoéstato e espectrometro de absorgdo molecular,
disponiveis em muitos laboratérios das escolas secundarias portuguesas, factos que
tornam facil a sua execugéo. A concretizagdo dos objectivos tragados para a componente
experimental desta actividade foi faciimente alcangada por grupos de dois ou trés alunos
que executaram ensaios laboratoriais com duragdo média de 2,5 a 3,0 h, recorrendo a
papel, lapis e calculadora para as abordagens mais simples, ou folhas de calculo
previamente formatadas para registar e processar valores de turbidez/absorvéncia, lidos
em fungao da concentragdo de materiais ou do tempo, com os quais construiram curvas
de crescimento, de calibragdo e de reacgdo. A distribuicdo de tarefas de acordo com o
grau de dificuldade e de maturidade dos alunos mostrou-se também frutuosa pois
permitiu a preparagéo prévia de solugdes e meios de cultura e a incubagdo de leveduras
sem causar congestionamento e longas filas de espera em torno da balanga, estufa e
autoclave. Alguns aspectos atraentes desta acgdo passou pelo facto de os estudantes
poderem pesar materiais e utilizar diferentes dispositivos para medir volumes, observar e
registar o crescimento de microorganismos, bem como, apreciar a influéncia do metal de
transi¢do vanadio sobre esse parametro, tendo concluido que a presenga de vanadio no
meio de cultura na concentragdo de 25 e 75 mM inibe o crescimento da Saccharomyces
cerevisiae UE-ME3;, uma estirpe nativa do Alentejo e que se encontra depositada na

colecgdo do laboratério de enologia da Universidade de Evora.

No seguimento da acgdo, os alunos procederam a determinagdo do conteudo
proteico no sobrenadante p6s-12000 g constituido maioritariamente por fracgao
microssomal, citosol e ribossomas. Com esse fim procederam a construgdo prévia de
curvas de calibragdo utilizando BSA como padrao, tendo compreendido a importancia da
aplicagéo da lei de Beer e do método dos minimos quadrados na construgdo de curvas
de calibragdo. Estes ensaios revelaram ainda que a presenga de vanadio no meio de

cultura diminuia acentuadamente o contetdo proteico do sobrenadante p6s-12000 g.

O ensaio da fosfatase alcalina onde o para-nitrofenilfosfato (p-NPP) foi utilizado
como substrato e a fracgdo pds-12000 g como fonte de enzima geraram a 37°C, valores
de Assnm lidos contra solugbes branco que permitiram construir curvas de reacgdo com
equagdes lineares do tipo Ass.m = f(t), cujo coeficiente angular permitiu calcular a
velocidade inicial da reacgéo para cada fracgdo. Os valores apresentados correspondem

a média aritmética de 3 replicados afectados pelo desvio-padrdo. Nas condigOes
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experimentais de cultura descritas no procedimento experimental, os estudantes puderam
observar um decréscimo da ordem dos 86 % e 91 % da actividade ALP de leveduras
crescidas em meios YPD-V com metavanadato de aménio na concentragdo de 25 e 75
mM, comparativamente com a actividade ALP do controlo. Os alunos compreenderam
que apenas o calculo da actividade especifica permitiu comparar diferengas de actividade

enzimatica em cada tratamento.

Os estudantes puderam assim concluir que a presenga de vanadio sob a forma de
metavanadato de amédnio inibiu o crescimento de leveduras vinicas Saccharomyces
cerevisiae UE-ME3, por observacgéo qualitativa e pelo contetdo proteico, bem como, pela
diminuicdo da actividade especifica fosfatase alcalina, um marcador de proliferagdo

celular.

No que diz respeito aos objectivos tragados para este trabalho, que incluiam
aproximar os alunos do ensino secundario a uma abordagem molecular sobre os efeitos
dos metais no ambiente e em particular sobre os seres vivos, confirma-se que a
aproximagéo experimental aqui delineada foi adequada, embora alguns passos meregam
uma afinagdo posterior. Os alunos ficaram familiarizados com os fundamentos das
técnicas e a execugdo experimental utilizados para promover e avaliar o crescimento
microbiano, na sedimentagdo celular por centrifugagdo, na homogeneizagdo e
fraccionamento celular para a obtengdo de uma fracgdo enriquecida em fosfatase
alcalina, bem como, com procedimentos analiticos como medidas de absorvéncia para
quantificar proteinas e enzimas na fracgdo obtida, ndo esquecendo o tratamento

computacional dos resultados.

As informagdes obtidas a partir do inquérito de opinido confirmam o elevado grau
de satisfagdo com que a grande maioria dos discentes participaram voluntariamente
nesta acgao, revelando que alunos do 10° e 12° ano da Escola Secundaria Dom Manuel
Martins de Setubal, sentiram que concluiram com sucesso e satisfagdo os objectivos
previamente tragados para esta acgao.

O planeamento prévio desta acg¢do, em particular, o texto de apoio que constituiu o
seu suporte tedrico, bem como, a montagem e aferigdo dos métodos que vieram
posteriormente a ser desenvolvidos com os alunos, facilitou a escolha adequada das
estratégias a adoptar incluindo a calendarizagdo de cada sessdo e respectiva distribuigéo
dos alunos, factores que conduziram ao sucesso da execugdo experimental e da

concretizagao dos objectivos definidos previamente.
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1.Propriedades fisico-quimicas do vanadio.

1.1. Importancia dos metais de transigao nos sistemas vivos.

Os metais de transigdo sdo fundamentais para o funcionamento de proteinas, ao
participarem em reacgdes de oxidagdo-redugdo e na estabilizagdo da estrutura proteica
(Kaplan, 1999).

1.2. Localizagdo do vanadio na tabela periddica.

O vanadio é o elemento de numero atémico 23. Localiza-se no grupo 5 e no 4°
periodo da tabela periddica, apresentando como configuragéo electronica [Ar] 3d%s2. E
um metal de transigdo, apresentando orbitais d em preenchimento. Este elemento
apresenta como isétopos estaveis, o V¥ e 0 V®*'. O primeiro com uma abundancia relativa
de 0,24% e o segundo de 99,76%. Existe ainda na natureza, vestigios dos is6topos \Vaud
V* e V2 (Chasteen, 1983).

1.3. Valéncia e estados de oxidagao.

O vanadio apresenta no estado fundamental, 3 electrdes em 3 orbitais d. E um
elemento d°, apresentando predominantemente os estados de oxidagéo +2, +3, +4 e +5
(Russel, 1982). Neste estudo, o metavanadato de aménio € o composto utilizado como
fonte de vanadio, no qual o estado de oxidagdo deste elemento € de +5. Por sua vez, o
metavanadato corresponde ao tetramero ciclico do anido vanadato (Jean, 2008; Crans,
1994).

1.4. Actividade biolégica do vanadio.

As células apresentam varios mecanismos que permitem em meio extra-celular a
solubilizagdo de metais de transigdo, como o vanadio, e a sua consequente transferéncia
para o citoplasma (Kaplan, 1999).

Os estados de oxidagdo +4 e +5 no vanadio, sdo 0s que se encontram mais
frequentemente presentes nas actividades biolégicas, interconvertendo-se um no outro
(Bosque, 1993).

A actividade bioldgica do vanadio deve-se sobretudo as semelhangas electronicas e
estruturais do vanadato com o ortofosfato e aos locais de ligagéo de fosfatos nos enzimas
(Plass, 1999).

Este elemento inibe a biossintese do colesterol e de triacilgliceréis (Fridkin, 2003).

Por outro lado, induz a biossintese de glicogénio no homem (Fridkin, 2003) e a
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mineralizag&o dos dentes e ossos em animais (Chasteen, 1983). Tem também um papel

na contracgdo do musculo cardiovascular (Chasteen, 1983).

Existem trabalhos desenvolvidos que colocam a possibilidade do vanadio vir a ser
utilizado no desenvolvimento de compostos com actividade espermicida e anti-HIV
(D'Cruz, 2003) assim como no tratamento do cancro do colon (Banerjee, 2003). Ha
igualmente outros realizados no dmbito dos efeitos farmacolégicos de compostos de

vanadio com propriedades insulino-miméticas (Fichtl, 2003).

1.5. Toxicidade do vanadio pentavalente.

Apesar da importancia dos metais de transigdo nos sistemas vivos, as células
também necessitam de se proteger simultaneamente dos seus efeitos nocivos,
associados a sua versatilidade em participarem em reacgdes de oxidagdo-redugdo. A
partir destas, podem ser geradas espécies reactivas de oxigénio (ROS) se a
concentragdo intra-celular de metais de transi¢do nédo for devidamente regulada no meio
citoplasmatico (Kaplan, 1999).

A toxicidade celular do vanadio estd pois associada ao stress oxidativo, gerado
pela formagdo de ROS (Bruzzone, 2000; Castranova, 2000). Por sua vez, a partir deste
composto e de metais de transigdo como o vanadio, formam-se radicais hidroxilo (HO') os

quais séo bastante reactivos e toxicos (Storey, 1996; Thannickal & Fanburg, 2000).

Vis+)
4

NADPH Ii§1 e g
Flavocnzamas, -® 0O -® HOs
NADPH cxidase N . N ]
NADP :

> >

v
Vi4+) + H;O;\. »V{5+)~- OH" + OH

Figura 2.1. Proposta de um mecanismo de acgdo do vanadato. CAT, catalase; PV,
peroxovanadato; SOD, superdxido dismutase. Adaptado de Capella et al (2002).

O vanadato comporta-se também como indutor indirecto de genes associados a

angiogénese e ao crescimento tumoral, via ROS (Ding, 2002).
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1.6. Vanadio e ambiente.

O vanadio é um elemento amplamente distribuido no meio ambiente, apresentando
na crosta terrestre uma concentragdo aproximada de 150 ppm (Rodriguez-Mercado,
2006; Pyrzynska & Wierzbicki, 2004; Zoroddu, 1996). As actividades humanas tém
contribuido para o seu aumento apreciavel, sendo inclusivamente um poluente na

periferia de alguns complexos industriais (Penuelas, 2002).

2. Propriedades fisico-quimicas do metavanadato de aménio.

2.1. Reactividade do metavanadato de amoénio.

O metavanadato é um tetrdmero ciclico que apresenta o vanadato (VO3) como
mondémero, predominando em solugdes mais concentradas deste anido, na gama de
concentragdo situada entre UM e mM (Crans, 1994). O vanadio devera entrar na célula
através de um sistema de transporte aniénico utilizado pelo fosfato, sendo posteriormente
reduzido por agentes redutores (Zaporowska & Scibior, 1998). A passagem do estado de
oxidagdo +5 para +4 podera constituir um mecanismo natural de diminuigdo da sua
toxicidade. Além do mais, a incorporagdo de vanadio (IV) na albumina e em proteinas
como a ferritina ou a transferrina, torna quase irreversivel a sua posterior oxidagao
(Winter, 2009, Baran, 1998).

2.2. Aplicacbes do metavanadato de amonio na vida quotidiana.

O metavanadato de aménio é utilizado em alguns métodos analiticos, como por
exemplo na espectrometria de absor¢gdo molecular e para doseamento do perdxido de
hidrogénio (Oliveira, 2001).

2.3. Toxicidade do metavanadato de amoénio nos sistemas vivos.

O metavanadato de aménio, composto onde o vanadio se encontra na forma
pentavalente (V°*), apresenta uma elevada toxicidade, traduzida em muitos casos pela
inibicdo de enzimas como ATP,.s (Adachi, 2000); Hamada, 1998; Puri, 1998; Cantley,
1978).
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3. Caracterizagao biologica de S. cerevisiae.

3.1. Classificagao taxonémica.

A sequenciagdo genética da Saccharomyces cerevisiae foi publicada em 1996
(Goffeau, 1996). A levedura em questdo pertence ao reino Fungi (Tatusova, 1999), cuja
classificagéo taxonémica segundo a base de dados NCBI é apresentada no quadro 1.1
(NCBI, http://www.ncbi.org, 2009).

Quadro 1.1-Classificagao taxondmica de S. cerevisiae segundo a NCBI.

Saccharomyces cerevisiae

Classificagao cientifica

Dominio | Eukaryota

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Sub-filo Saccharomycotina

Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae

Género Saccharomyces

Espécie Saccharomyces cerevisiae

3.2. Importancia da S. cerevisiae como modelo biolégico.

A Saccharomyces cerevisiae, como ser unicelular eucariota, ndo-patogénico
(GRAS), apresenta um rapido crescimento, facilidade na obtengdo e isolamento, sistema
genético bem definido e versatilidade para transformagdo genética (Gietz, 2002). Pode
ser utilizada como um importante modelo para investigagdo de vias metabdlicas e seus
aspectos reguladores ao nivel da expressdo genética ou apos a tradugao (Lima & Mota,
2003; Grant, 2001; Costa & Moradas - Ferreira, 2001; Cooper, 2000 e Buschini, 2003),
assim como, no estudo de mecanismos associados a utilizagdo de metais de transigao a
partir do meio extracelular (Yu, 2009; Kaplan, 1999).

Estudos relativos a uma melhor compreensdao do comportamento de proteinas
presentes nas membranas dos eucariotas superiores, tém sido desenvolvidos a partir do
mecanismo de transporte da fosfatase alcalina (ALP) para o vacuolo da Saccharomyces
cerevisiae (Woolford, 1986).

Esta levedura tem ainda importancia nas pesquisas da localizagdo subcelular de
proteinas (Ross-Macdonald, 1999), mapas bidimensionais de proteinas (Garrels, 1997;
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Blomberg, 2002), determinagdo da actividade enzimatica (Martzen, 1999), assim como

em estudos de interacgao proteina-proteina (Ito, 2000).

4. Solugoes tampao

4.1. Equacgao de Henderson — Hasselbalch.
Um tamp&o é uma solugdo que contém um acido (HA) e a sua base conjugada (A")
em concentragdes aproximadamente iguais, sofrendo apenas pequena variagdo de pH
quando sao adicionados catibes H,0" ou anides HO~ (Russell, 1982).

|H,0°
A partir da constante de acidez K, =

x|A"|

e da definicao de pH, dada pela
| % A| G P p

equagdo pH = —log‘H 30*’, deduz-se a equagdo de Henderson — Hasselbalch, a qual €

HA
descrita por pH = pK, —logu (Abriata, 2009; Russell, 1982).

4

4.2. Aplicagoes.

As solugbes tampao sao utilizadas quando se pretende manter o pH estavel dentro
de certos limites (Russell, 1982), como acontece nos meios reaccionais que simulam os
processos que ocorrem nOS organismos vivos, 0s quais sdo geralmente sensiveis a
variagoes de pH (Girault, 2007; Russell, 1982).

5. Lei de Beer — Lambert.

5.1. Enunciado e equagao matematica.

A partir da técnica de absorgdo molecular, obtém-se uma medida de unidade optica
designada por absorvéncia que pode ser convertida em concentragdo. Idealmente e de
acordo com a lei de Beer — Lambert, existe uma relagao linear entre a absorvéncia e a
concentragao de uma solugao diluida (Catarino, 2002).

Ao incidir perpendicularmente sobre uma amostra absorvente no estado liquido, um
feixe de radiagdo monocromatica, de poténcia P,, esta é subtraida para P devido a
absorgdo ou dispersdo que ocorre no meio com espessura b dessa amostra de

concentragao ¢ (Gongalves, 1990).
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A absorvéncia é definida pelo logaritmo do quociente da poténcia da radiagdo

incidente (Po) pela poténcia da radiagao transmitida (P), ou seja por A = Iogi (Skoog,
P

2007).

Obtém-se a equagdo de Beer — Lambert traduzida pela expressdo matematica

A = gbc (Skoog, 2007), onde & corresponde ao coeficiente de absortividade, que se

designa por coeficiente de absortividade molar no caso de a unidade de concentragdo ser
expressa em molaridade (Gongalves, 1990).

A lei de Beer — Lambert mostra que para uma dada solugdo e a um dado
comprimento de onda, a absorvéncia é para a mesma espessura, directamente
proporcional a concentragdo da espécie absorvente e proporcional a espessura quando

se fixa a concentragdo (Gongalves, 1990).

5.2. Limites de aplicabilidade.

Na pratica, mesmo num intervalo pequeno de concentragéo, verificam-se condigoes
de inaplicabilidade da lei de Beer — Lambert, pelo que a ndo linearidade constitui a regra
e ndo a excepgao (Limbek, 1986). Os desvios da proporcionalidade podem resultar da
existéncia de uma reacgdo quimica que faga variar a concentragdo da espécie
absorvente em solugao, visto que a concentragdo ¢ dessa espécie absorvente livre, no
equilibrio, ndo ter de ser igual ou proporcional a sua concentragdo total ou analitica
(Skoog, 2007).

5.3. Erros sistematicos e erros acidentais.

Qualquer medida experimental esta sujeita a erro, o qual é a diferenga absoluta

entre o valor tomado como verdadeiro e o valor medido (Pombeiro, 1983).

Os erros sistematicos sdo constantes se o seu efeito ndo varia de medida para
medida. Podem ser devidos a problemas instrumentais, decorrentes da incorrecta
calibragdo de aparelhos como a utilizagdo de um branco mal preparado, por exemplo.

Podem dever-se ainda a presenga de impurezas (Pombeiro, 1983).

Por sua vez, os erros acidentais sdo fortuitos ou indeterminados. Devem-se
geralmente a variagbes, ao acaso, de causas que podem ndo ser exactamente

conhecidas ou controladas (Romesburg, 2009; Pombeiro, 1983).
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6. Cinética enzimatica.

6.1. Introdugéo a cinética quimica.

A cinética quimica tem como principal objectivo estabelecer a lei de velocidade para
uma determinada reacgdo quimica e propor uma hipétese mecanistica que interprete

esse processo (Russell, 1982).

A velocidade de uma reacgdo é uma medida da rapidez com que um reagente €
consumido ou um produto é formado. Uma equagdo de velocidade descreve uma relagao
matematica do tipo: v = kc, onde v designa velocidade; c, concentragdo para uma
determinada temperatura, variando o coeficiente k com esta ultima grandeza. A ordem de
uma reacgdo & por sua vez a soma dos expoentes que afectam a concentracdo na

equagao de velocidade (Russell, 1982).

O método da velocidade inicial € um dos métodos Uteis para estabelecer equagoes
de velocidade de reacgbes e por consequéncia, de determinagédo de ordens de reacgao
(Kotz, 2009; Russell, 1982).

6.2. Equagao Michaelis - Menten.

De acordo com Bailey (1977), a velocidade de uma reacgao enzimatica pode ser

descrita a partir da equagdo de Michaelis — Menten, ou seja

S|
V= Vmax X Tal
K, +|S|
onde o K. corresponde a concentragdao de substrato (S) para a qual a velocidade de

reacgéo (v) corresponde a metade da velocidade maxima (vmax) (Bisswanger, 2008).

6.3. Factores que afectam a actividade enzimatica.

Um dos factores que afecta a actividade enzimatica, é o pH do meio. A sua
variagdo em vacuolos tem permitido uma melhor compreenséo sobre a forma como este

factor afecta a actividade enzimatica num contexto metabdlico (Banta, 1988).

Outro factor é a temperatura. A partir de baixas temperaturas, a actividade
enzimatica aumenta com a elevagdo da mesma. Contudo, o contrario ocorre a elevadas
temperaturas, por motivos associados com a desnaturagdo da maior parte dos enzimas
(Bailey, 1977).
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A actividade enzimatica depende também da relagdo que existe entre a
concentragdo de substrato na célula e o valor de K, do enzima (Moore, 2008; McGilvery,
1977).

6.4. Caracterizag&o estrutural e funcional da fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina € uma glico-proteina transmembranar, apresentando um
dominio em cada lado da bicamada lipidica € um dominio citoplasmatico com elevada
afinidade com proteases (Klionsky, 1989).

O dominio citoplasmatico, com uma vasta regido de natureza hidréfila, apresenta na
sua extremidade o grupo amina e diversos aminodcidos de caracter basico seguidos por
uma sequéncia de aproximadamente 20 residuos de aminoacidos de natureza hidrofoba
€ uma nova sequéncia mais pequena de aminoacidos de cardacter basico, o que pode
pressupor o seu caracter transmembranar (Eisenberg, 1984).

Este enzima apresenta ainda duas ligagdes a oligossacarideos a partir do grupo

amina (Onishi, 1979).
s#"  Vacuolo

+ Aminoacidos de caracter basico.

—® Cadeia lateral de oligossacarideos.

E Dominio transmembranar

Figura 2.2. Fosfatase alcalina na Saccharomyces cerevisiae. Adaptado de Klionsky (1989).

Estudos recentes identificaram proteinas transportadoras transmembranares, como
as Erv26p e Svp26p, associadas ao transporte da fosfatase alcalina (ALP) a partir do
reticulo endoplasmatico (Bue, 2009; Bue, 2006; Inadome, 2005).
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6.5. Importancia biolégica da fosfatase alcalina.

A fosfatase alcalina é um enzima associado ao crescimento. No caso particular do
homem, é sintetizada pelo figado, ossos e placenta, sendo libertada na corrente
sanguinea durante o crescimento 6sseo, gravidez ou perante uma lesdo (Akiskal, 2007).
Este enzima esta também associado a processos de diferenciagdo, sinalizagdo celular,
meiose, mitose, apoptose, migragdo celular, defesa imunolbgica e regulagdo em vérias
espécies. Na Saccharomyces cerevisiae, a fosfatase alcalina participa conjuntamente
com outros enzimas em mecanismos associados a obtengéo e utilizagdo do grupo fosfato
P; (Fernandes, 2008).
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l. Seguranca laboratorial

Agar

Fabricante: MERCK.

Guardar em local fresco e humido. Em caso de ser guardado a uma temperatura superior
a 30°C, manter em local iluminado. Recomendado para trabalho bacteriol6gico de rotina.
Temperatura de gelificagdo nao superior a 40°C.

Carbonato de sodio monohidratado

Fabricante: MERCK.

Irritante. Irritante aos olhos, sistema respiratério € pele. No caso de contacto com os
olhos, lavar abundantemente com agua e seguir aconselhamento medico.

Extracto de levedura

Fabricante: Sigma.

Guardar a temperatura ambiente. Nao utilizar para actividades domésticas ou outros
usos.

Hidréxido de sédio

Fabricante: MERCK.

Provoca queimaduras graves. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e
abundantemente com &agua e consultar um especialista. Usar luvas e equipamento
protector para a vista.

Metavanadato de amoénio

Fabricante: MERCK.

Téxico por inalagdo e em contacto com a pele. Irritante em contacto com os olhos e
sistema respiratorio. Risco de causar sérios danos aos olhos. Em contacto por acidente
ou em caso de ma disposigdo, seguir um aconselhamento médico. Em caso de contacto
com os olhos lavar abundantemente com &gua e seguir um acompanhamento médico.
Apés o contacto com a pele, lavar imediatamente com agua.

Sulfato de cobre (ll) pentahidratado

Fabricante: Panreac.

Nocivo por ingestdo. Irritante para os olhos e pele. Muito tdxico para os organismos
aquéticos, podendo causar efeitos nefastos a longo prazo no ambiente aquatico. Nao
respirar as poeiras. Este produto e o seu recipiente devem ser eliminados como residuos
perigosos. Evitar a libertagdo para o ambiente.

Tris (hidroximetil) aminometano

Fabricante: MERCK.

Propriedades e toxicidade ainda n3o completamente determinadas. Irritante aos olhos,
sistema respiratério e pele. Em caso de contacto com os olhos, lavar abundantemente
com agua e seguir aconselhamento medico.
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Il. Calculos

2.1. Preparagéo de solugbes aquosas de metavanadato de amodnio

200 mL de uma solugdo aquosa de metavanadato de aménio (NH,VO3) com uma

concentragdao molar de 25 mM:
M (NH,VO;) = 116,978 g/mol
n=25x10° mol/dm®x 0,2dm*= 5,0 x 10~ mol
m (NH,VOs) = 0,58 g.

200 mL de uma solugéo aquosa de metavanadato de aménio (NH,VO3) com uma
concentragao molar de 75 mM:

75mM
25:M =3 m(NH,VO;) =3 x 0,589 = 1,74g.

2.2. Preparagéo de solugdo tampao fosfato 10 mM, pH=7

pKa2 = 7,21 M (NaH,PO4) = 119,9770 g/mol
M (Na,HPO,) = 141,9589 g/mol

H,PO, (ag) + H,0() =HPO,” (ag)+ H,0" (aq)

) [HPO,™ | x|H,0"

K = |#,P0, |

pK_, = —logliﬂﬂ + pH
” |#,PO,|

|HPO,™|

pH =pK , +10gIHP—0_|
2 4

64 Paulo Ruivo

























































































































































