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Resumo

Actividades humanas como a queima de combustiveis fésseis, producdo de fitofarmacos e
de ligas metalicas contribuem para o aumento acentuado dos niveis ambientais do vanadio
em determinadas regides do globo terrestre, tornando-o um poluente. As interferéncias que
este metal de transi¢do pode exercer nos seres vivos pode ser ilustrada recorrendo a
culturas de leveduras, organismos eucariotas unicelulares, excelentes para treinar
estudantes em actividades de quimica, ambiente e vida. O desenvolvimento da actividade
de investigag¢do apresentada possibilitou aos alunos de uma turma-piloto da disciplina de
Fisica e Quimica A (ano I), do 10° ano de escolaridade, da Escola Secundaria Dom Manuel
Martins de Setubal, participarem activamente no planeamento e na prepara¢do de uma
actividade laboratorial, com o objectivo de avaliar como o vanadio interfere no
crescimento da levedura vinica S. cerivisiae. Os resultados experimentais obtidos em cada
fase desta actividade de investigacdo mobilizou os estudantes para uma aproximagao
cientifica importante a estudos ambientais que utilizem microrganismos como pegas
importantes do processo. A avaliacdo de competéncias desenvolvidas pelos alunos, perante
um mesmo conjunto de questdes problema colocadas antes e apds a realizacdo das
diferentes fases da actividade experimental, revelou que os alunos melhoraram o seu grau
de cumprimento, adquirindo desse modo uma aprendizagem significativa.

Palavras-chave: vanadio, ambiente, S. cerivisiae

Introducio

O vanadio, V constitiu um dos elementos amplamente distribuidos no meio ambiente,
ocorrendo naturalmente na crosta terrestre numa concentracdo aproximada de 150 ppm
(Rodriguez-Mercado, 2006; Pyrzynska, e Wierzbicki, 2004; Zoroddu, 1996). Actividades
humanas contribuem para o aumento acentuado dos niveis ambientais deste elemento em
diversas regides da Terra, facto que o torna um poluente na periferia de complexos
industriais (Penueles, 2002). Embora pareca ser um metal essencial para o metabolismo de

alguns microrganismos, torna-se toxico quando ingerido em quantidade excessiva (Huang,
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2000; Willsky, 1990). As 64000 t de vanadio libertadas por ano para a atmosfera geram
depdsitos na crosta terrestre onde este elemento ocorre em niveis muito superiores aos de
locais com baixo indice de polui¢do (Manane, 1998). Esses depositos, muitas vezes na
forma de fosfatos, atingem os seres vivos que os utilizam na sua dieta, tornando-se
contaminantes da cadeia alimentar Humana (Healy, 1973). O metavanadato de amonio,
onde o vanadio se encontra na forma pentavalente (V™), é um dos compostos mais
utilizados pela indastria quimica e encontra-se entre aqueles que apresentam maior
toxicidade (Barceloux, 1999), traduzida em muitos casos pela inibicdo de enzimas como

ATPases (Adachi, 2000; Hamada, 1998; Puri, 1998; Cantley, 1978).

A facilidade de cultivar leveduras em condigdes controladas permite a realizagdo de
actividades experimentais no dominio da quimica ambiental que geram resultados com
reprodutibilidade elevada. Este trabalho decorreu em diferentes sessdes laboratoriais ao
longo de 4 semanas, tendo sido utilizada uma levedura nativa do Alentejo como modelo

biologico.

O plano da aula, bem como, os protocolos experimentais foram elaborados no ambito do
trabalho de dissertacdo de Mestrado de Quimica em Contexto Escolar desenvolvido pelo
primeiro autor deste trabalho. Nesta actividade experimental pretendemos, numa primeira
fase, avaliar o efeito do vanadio no crescimento da S. cerevisae, com respectiva
contextualizagdo ao ensino das ciéncias experimentais, alvo que mereceu importancia
particular tendo em conta a progressiva contaminagdo de dguas, solos e alimentos com esse

elemento, a qual contribui para a sua absor¢do excessiva pelos seres vivos.

Por outro lado a S. cerevisiae ¢ um organismo GRAS com baixo risco de toxicidade para o
Homem, facto que justifica a sua adequacdo a trabalhos experimentais no ambito do
desenvolvimento de conhecimentos e competéncias no dominio dos metais ambiente e vida

com alunos do ensino secundario.

Nesse contexto, realizaram-se ensaios in vivo que permitiram avaliar o perfil de
crescimento da levedura em meio YPD, bem como a resposta ao vanadio por populacdes
de levedura S.cerevisiae UE-MEs;, presente na concentracdo de 25 e 75 mM, recorrendo a
técnicas de preparacdo de meios de cultura sem e com vanadio, inoculacdo e crescimento

de leveduras em meios liquidos e solidos, sendo utilizado como parametro, o crescimento.
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Objectivos
Gerais

Os objectivos gerais definidos para esta actividade contemplaram a monitorizagao do
crescimento de Sacharomyces cerevisae UE-MEs; em meioYPD e a comparagao do seu

crescimento na auséncia e na presenca de metavanadato de amonio.
Especificos

Os objectivos especificos que se pretendeu atingir com esta actividade incluiram conhecer,
compreender e dar valor: aos cuidados de assépsia a desenvolver para cultivar
microrganismos; a determinagdo e medi¢do de massas de constituintes minerais e
organicos para preparar os meios de cultura; a seleccdo de dispositivos de medicdo de
volumes para preparar com exactiddo e precisdo, meios YPD; aos procedimentos a tomar
para inocular os meios com a levedura S. cerevisae, a partir de selantes. a curva de
crescimento da levedura S. cerevisae; a monitorizacdo visual e instrumental, pela turbidez,
do seu crescimento ao longo do tempo; aos procedimentos a tomar para inocular a levedura
em fase exponencial média de crescimento em meios sélidos, com concentracdo diferente
de metavanadato de amonio; a resposta da S. cerevisae, a presenga do vanadio, um metal

de transi¢do, no meio de cultura.

Competéncias a desenvolver

No que diz respeito as competéncias a desenvolver esperava-se que do ponto de vista
processual os estudantes ficassem capazes de identificar, selecionar e esterilizar material de
laboratorio de forma adequada para desenvolver uma actividade experimental, onde seja
testada a influéncia dos metais na vida, recorrrendo a microrganismos como modelo de
estudo; identificar o equipamento de laboratério assim como explicar a sua
utilizacdo/funcdo para esterilizar material e solugdes, para medir massas de reagentes, com
a precisdo adequada; inocular meios de cultura, bem como determinar a turbidez, com
correcc¢do, respeitando as normas de seguranca laboratorial; identificando e manipulando
material que permita a medicdo de volumes na ordem dos pL. Sob o ponto de vista
conceptual esperava-se que os estudantes ficassem capazes de interpretar a simbologia de
uso corrente em laboratorios de Quimica que inclui regras de seguranca de pessoas e

instalacdes, armazenamento, manipulagdo e eliminag¢do de residuos; aplicar conceitos de
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massa, volume, quantidade e concentracdo, tendo em vista a preparacdo de meios de
cultura; discutir os limites de validade dos resultados obtidos respeitantes ao observador,
aos instrumentos e as técnicas utilizadas para monitorizar o crescimento da S. cerevisiae na
auséncia e na presenc¢a de vanadio; identificar os parametros que poderao afectar um dado
fenomeno, como o crescimento microbiano e planificar modos de o controlar; formular
hipoteses que permitam interpretar o efeito dos metais. Quanto as competéncias do tipo
social, atitudinal e axioldgico esperava-se que os alunos ficassem capazes de apresentar e

discutir na turma propostas de trabalho e os resultados obtidos.

Competéncias avaliadas

No que se refere as competéncias especificas avaliadas incluiu-se a obtencdo de
suspensdes, tomando como exemplo extractos de origem biologica, procedendo a sua
caracterizagdo fisico-quimica; reconhecimento de que a luz difundida por uma suspensio
pode ser utilizada para determinar o crescimento da levedura S. cerevisiae; planificagdo de
uma actividade experimental que permita avaliar a influécia de um metal no crescimento
celular; escolha e manuseamento adequado do material ¢ equipamento necessario a
execucdo dessa actividade experimental previamente planeada, bem como, a obtengdo com
precisdo adequada de resultados experimentais que ilustrem a influéncia dos metais sobre

0S sistemas vivos.
Desenvolvimento da actividade

O Desenvolvimento desta actividade de investigacdo, decorreu em dois instantes distintos,
aquele onde ocorreu uma exposi¢do teodrica do trabalho com a planificagdo acompanhada
da actividade experimental e aquele onde decorreu o desenvolvimento da actividade
experimental propriamente dita, distribuida por 3 fases: (a) preparacdo dos meios YPD
liquido e so6lido, YPD com NH4VO; sdlido; (b) inoculacdo de meio de cultura liquido com
a levedura e o acompanhamento do crescimento das leveduras por leituras de turbidez; (c)
inoculacdo dos meios soélidos com a levedura seguido pela determinagdo qualitativa da

densidade celular nos diferentes tratamentos.

O tema escolhido destaca a relevancia dos metais para o ambiente e para a vida,
enquadrando-se na unidade tematica II - Na atmosfera da Terra: radiacdo, matéria e

estrutura.
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Estratégia

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

trabalho obedeceu ao plano que passeremos a descrever (Domingos, 1987):

Abordagem experimental

A acg¢do decorreu no Laboratério de Quimica da Escola Secundaria Dom Manuel Martins
em Setibal e no Laboratorio de Bioquimica Analitica, fase III, 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-MEs;, estirpe nativa,
isolada do mosto de vinhos regionais do Alentejo e depositada na colec¢do do laboratorio

de Enologia da Universidade de Evora.
O agente quimico utilizado foi o metavanadato de amoénio (NH4VO3)

Os ensaios envolveram a preparacdo de meios de cultura YPD e YPD com NH4VOs;
utilizados no crescimento de leveduras, a monitorizagdo da sua curva de crescimento e
determinag@o qualitativa da densidade celular nos diferentes tratamentos com leveduras

crescidas durante 72 h, a 28 °C e de acordo o esquema presente no quadro:

I | controlo

IT | Exposi¢do ao NH4VOs3, 25 mM
III | Exposi¢cdo ao NH4VOs3, 75 mM
Os resultados obtidos ao longo dos ensaios resultaram da observacgdo visual dos meios de

cultura, do acompanhamento do crescimento celular por leituras da turbidez a 640 nm e da
determinagdo qualitativa da densidade celular em placa, relativo aos diferentes tratamentos
que se encontravam correlacionados com as caracteristicas dos meios YPD e YPD com

NH4VO:s.

As técnicas utilizadas envolveram a pesagem em balanca analitica de reagentes, a medicao
de volumes, recorrendo ao baldo volumétrico, a provetas, a pipetas e micropipetas, a
esterilizacdo de materiais e de meios de cultura pelo calor humido em autoclave, pelo calor
seco em estufa, bem como, a determinacdo da turbidez do meio por espectrémetro de

absor¢do molecular.

Abordagem pedagogica

Em termos pedagdgicos o cumprimento dos objectivos definidos para este trabalho

obedeceu ao plano que teve em conta o universo de alunos envolvidos no processo
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correspondente a uma turma-piloto com 21 membros, a frequentarem a disciplina de Fisica
e Quimica A (ano I), do 10° ano de escolaridade, da Escola Secundaria Dom Manuel
Martins de Setubal. A distribuicdo etaria dos participantes localizava-se entre os 15 (13%)
e os 22 (4%) anos de idade, com o maximo etario gaussiano, localizado em torno dos 16
anos (52%), os quais se encontravam todos a frequentar pela 1* vez a disciplina de Fisica e
Quimica A (100%). Os alunos participantes foram integrados nas diferentes fases da

actividade experimetal que decorreram durante o 3° periodo do ano lectivo 2008/2009.

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 transicdo, sobre os seres
vivos, executando protocolos que envolveram a cultura de S. cerevisiae, a construcdo da
curva de crescimento e a determinag@o da resposta ao sal pentavalente de vanadio presente
no meio de cultura. As células cresceram até a fase exponencial média em banho de dgua
com agitagdo orbital, a temperatura de 28°C, em erlenmeyers de 250-mL contendo 100 mL
de meio YEPD (glucose 2% (w/v)). A curva de crescimento foi tragada lendo a turbidez do
meio num espectrometro de absor¢do molecular, Hitachi-U1500. Células na fase
exponencial média foram inoculadas em meio so6lido, na auséncia e na presenga de

NH4VOs; incubadas durante 72h a 28 °C.

Avaliacio da actividade

A avaliagdo de competéncias especificas desenvolvidas pelos alunos durante a acg¢ao, foi
determinada recorrendo a um mesmo conjunto de perguntas problema colocadas antes e

apos a realizagdo das trés fases da actividade experimental.

A andlise estatistica dos resultados obtidos antes e apds a ac¢do, expressos pela pontuagdo
obtida em cada pergunta (0-100), tomou como significativas as diferencas detectadas entre
cada instante de avaliacdo, recorrendo ao teste t-student para amostras independentes. Uma
analise mais pormenorizada dos resultados experimentais foi aplicada a pontuagdo obtida
em cada uma das trés fases da actividade experimental (a,b,c) recorrendo a ANOVA I,
seguida pelo teste post-hoc HSD de Tuckey. Recorreu-se ao Software SPSS (v 16; SPSS
Inc, Chicago, IL), licenciado para a Universidade de Evora (Sokhal, 1997). A avalia¢io do
grau de satisfacdo pessoal dos alunos relativa a actividade experimental realizou-se com
recurso a um questiondrio de opinido. Os resultados foram analisados pelo valor percentual

de respostas obtidas em cada item.
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Resultados

Nesta aproximagao experimental os alunos adquiriram conhecimentos basicos acerca dos
cuidados a ter na preparacdo dos materiais e dos meios de cultura, nomeadamente pesagem
de reagentes e esterilizacdo, para ensaios de microbiologia aplicados a estudos ambientais

e a importancia desses cuidados na fiabilidade dos resultados.

©

(A) (B)

Fig.1 Pesagem de constituintes e preparagdo de meio de cultura (A, B); meio de cultura liquida
apos esteriliza¢do em autoclave (C),

Consecutivamente, os estudantes procederam a inoculagdo de meio YPD liquido e sélido e
YPD com NH4VO; sélido, bem como a leituras de turbidez a 640 nm no meio liquido que
utilizaram para construirem a curva de crescimento da S. cerevisiae (Fig. 1 e 2), avaliando
posteriormente a sobrevivéncia da levedura ao NH4VO3, na concentracdo de 25 e 75 mM

no meio por determinagdo qualitativa da densidade celular (Fig. 3).

25 r

turbidezs40nm
T
\.

Tempo (h)

(A) (B)

Fig. 2 Leitura da turbidez no espectrémetro de absor¢ao molecular (A). Curva de crescimento da
levedura vinica S. cerevisiae obtida a 28°C a partir de leituras de turbidez a 640 nm.
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25
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Fig. 3 Inoculagdo de meio YPD solido com metavanadato de amonio (A). Observagdo do
crescimento da S. cerevisiae durante 72 h a 28 °C (B).

A figura 4 mostra-nos que a pontuagdo média obtida antes e apos a actividade experimental
28,65 % e 49,72 %, respectivamente, revelaram uma evolucdo global positiva das
competéncias desenvolvidas pelos alunos. O teste t-student revelou que essa evolugdo
corresponde a uma diferenca altamente significativa com um acréscimo de 21,08 pontos
percentuais, na pontuacdo média obtida apdés o desenvolvimento da actividade

experimental (p< 0,05).

A figura 5 mostra-nos de forma mais detalhada um efeito positivo, com significado
estatistico das fases de desenvolvimento experimental (a) preparagdo dos meios YPD
liquido e solido, YPD com NH4VOs solido e (b) inoculagdo de meio de cultura liquido com
a levedura e o acompanhamento do crescimento das leveduras por leituras de turbidez
(p<0,05) e do instante de avaliag¢do, antes e apds (p<0,05) sobre a pontuagido obtida na

avaliacdo.

60

40

ponagio (%4
98]
o
T
=

20

antes apos

instante de avaliagao

Fig. 4 Pontuagdo média obtida pelos alunos, antes e apos o desenvolvimento da ac¢do. Os valores
sdo apresentados como a média + SEM e as diferengas observadas entre as médias dos dois grupos
s30 estastisticamente significativas (p<0,05)
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Fig. 5 Pontuagdo média obtida pelos alunos, antes e apos o desenvolvimento da ac¢do em cada fase
da actividade experimental. Os valores sdo apresentados como a média £ SEM e as diferengas
observadas entre as médias dos dois grupos sao estastisticamente significativas (p<0,05).

Os resultados referentes ao inquérito de opinido relativo a actividade de investigacdo onde
os alunos expressam a forma como avaliaram o apoio teorico e experimental do docente, o
impacto da actividadade nos seus conhecimentos acerca da investigagdo com
microrganismos, bem como, as suas aplicagdes em estudos com metais, revelam que a
maioria dos inquiridos consideraram a dimensdo da actividade boa (78%), assim como, a
adequagdo dos meios de trabalho (87%) e do grau de dificuldade (83%). Em termos do
grau de satisfacdo 52% dos estudantes gostaram de poder trabalhar e de por em pratica
actividades laboratoriais, bem como da oportunidade de contactar com aparelhos e
substancias novas. No que diz respeito aos aspectos que menos gostaram, estes prenderam-
se com os tempos de espera (39%), embora a mesma percentagem de alunos nado refira
qualquer aspecto consideravel. Relativamente ao grau de satisfagdo e aprendizagem, a
maioria dos alunos (78%) consideraram que aprenderam de forma agradavel. Na sua
maioria os alunos (65%) sugerem que se continue a oferecer esta oportunidade aos jovens
de modo a proporcionar um contacto mais directo com actividades em ambiente de

investigacao.
Conclusoes

Ao longo desta actividade de investigagdo os alunos da turma-piloto que frequentam a

disciplina Fisica e Quimica A (ano I) do 10° ano de escolaridade puderam participar
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activamente no planeamento e na preparacdo de uma actividade laboratorial que permitiu
avaliar de forma simples como o vanddio pode infuenciar o crescimento de S. cerivisiae
UE-ME;. Inicialmente, os alunos prepararam e esterilizaram meios de cultura, facto que
permitiu ampliar valéncias correlacionadas com o acto de pesar substancias, medir
volumes com rigor e manter condi¢des de assépsia indispensaveis a cultura de
microrganismos com aplica¢do em estudos ambientais. Os resultados experimentais
obtidos em cada fase, nomeadamente a curva de crescimento da S. cerivisiae € a resposta
ao metavanadato de amdnio despertou nos estudantes elevada curiosidade para novos
ensaios a realizar posteriormente onde serdo quantificadas proteinas e actividades
enzimaticas que permitirdo monitorizar a resposta ao vanadio ao nivel molecular. Estes
factos ilustraram como as leveduras podem ser utilizadas em estudos ambientais que
procurem esclarecer como metais presentes nos habitats afectam a sobrevivéncia celular. A
avalia¢do de competéncias desenvolvidas pelos alunos, perante um mesmo conjunto de
questdes problema colocadas antes e apds a realizagdo das diferentes fases da actividade
experimental revelou que estes melhoraram o seu grau de cumprimento, adquirindo desse

modo uma aprendizagem significativa.
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