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Manual de Biosseguranca dos Laboratorios Didaticos de Biologia,
Poluicao Ambiental e Processos e Operac¢des Unitarias da
Engenharia Ambiental

Este manual tem por objetivo descrever as orientacGes apropriadas sobre as
normas de seguranca e administracdo do ambiente de trabalho na Engenharia Ambiental
dos Laboratorios Didaticos, de forma a diminuir a exposicdo desnecessaria a risco de
salde e acidentes coletivos e pessoais.

A seguranca no laboratério é uma preocupacdo de todo o pessoal. Uma boa
préatica laboratorial é fundamental para a seguranca e ndo pode ser substituida por
equipamento especial. A postura de cada colaborador, estagiario ou aluno no laboratério
frente ao risco é que determinara uma pratica laboratorial segura ou um acidente de
trabalho. Em laboratorios quimicos o acidente de trabalho raramente é restrito a quem o
causou, mas as atitudes seguras de cada colaborador, aluno ou estagiario sdo extensivas
aos demais e para a preservacdo da estrutura fisica do laboratorio.

Cada laboratério deve assumir a responsabilidade em desenvolver planos para a
protecdo dos colaboradores antes da exposicao a agentes quimicos e bioldgicos. Quando
trabalhamos com amostras de potencial de risco bioldgico (potencialmente infecciosas),
cabe tratarmos todas como tal e toda manipulacdo de produto quimico deve seguir as
orientacbes do fabricante contidas no rotulo e FISPQ (Ficha de Informacdes de
Seguranca de Produto Quimico).

Regras Basicas
Cada aluno devera ter seu proprio “kit de Seguranca” que incluira:
« Oculos de seguranca;
« Jaleco com as seguintes caracteristicas:
1.comprimento: até a altura dos joelhos;
2.mangas compridas com fechamento, preferivelmente velcro;
3.confeccionado em algodao.
eLuvas (latex) para procedimentos.

Quanto a este material de seguranca o Gnico que ndo encontra-se disponivel no
laboratdrio é o jaleco. Este é de uso pessoal e a aquisicdo é de responsabilidade do
aluno. Os oculos e as luvas encontram-se no laboratorio e estardo disponiveis sempre
que se faca necessario seu usoO.



Recomendacgdes Gerais

O trabalho em laboratdrio exige concentracdo. Nao converse desnecessariamente
e ndo distraia seus colegas.

Recomendag¢des de Ordem Pessoal
- No laboratoério devem ser usados SEMPRE OS EPI’s:

1. Jaleco: enquanto permanecerem no laboratorio, os colaboradores, alunos e
estagiarios das areas técnicas devem usar um avental de mangas compridas fechado na
frente. E EXPRESSAMENTE PROIBIDA a entrada de pessoas no laboratorio com
trajes inadequados para qualquer finalidade. O vestuario de protecdo (jaleco) deve ser
lavado em intervalos apropriados a fim de assegurar a sua limpeza (contaminagcfes em
geral) e deve ser trocado imediatamente quando for visivelmente contaminado por
materiais ou produtos. O vestuario deve ser colocado e transportado em sacos plasticos
devidamente fechados.

2. Sapatos fechados e preferivelmente sem salto: os sapatos devem ser
confortaveis, cobrir os pés por inteiro e ter preferencialmente solado antiderrapante ou
de borracha. E expressamente proibido o uso de sandalias, chinelos ou qualquer tipo de
calgado que ndo cubra os pés em sua totalidade. E aconselhavel ndo utilizar sapatos com
salto alto no laboratorio.

3. Calcas compridas, preferivelmente jeans;
4. Cabelo compridos devem ficar presos;

Outros tipos de EPI como mascaras, luvas para alta temperatura, aventais e
escudos de seguranca, podem ser necessarios em algumas situacdes e para tanto solicitar
ao professor ou a técnica do laboratério com antecedéncia. O ndo cumprimento de
qualquer um desses itens impossibilitara o aluno de assistir e participar da aula pratica
gue estara sendo ministrada.

- Use sempre que recomendado dculos de seguranca quando estiver no laboratorio.
Quando se manuseia materiais causticos ou tdxicos e materiais potencialmente
infectantes é obrigatério o uso de oOculos de protecdo, escudos faciais ou outros
equipamentos que protegem os olhos e a face. As lentes de contato, especialmente as
gelatinosas, absorvem solventes e vapores. Portanto, representam um risco em caso de
respingos e derrame. As lentes de contato ndo protegem contra respingos, e podem
ainda concentrar substancias causticas de encontro a coérnea ou dificultar a lavagem
natural da cdrnea por parte das lagrimas. Quando se trabalha com agentes que podem
causar infeccdo através das mucosas ou da pele, ou quando existe o risco de respingos,
deve-se usar méascaras combinadas com protecdo dos olhos, tais como: dculos de
protecdo ou 6culos com escudos laterais solidos. Para os usuérios de éculos ou lentes de
contato torna-se obrigatdrio, portanto o uso de éculos de seguranca;



- Certifique-se da localizacdo dos equipamentos de seguranca coletivos: extintores de
incéndio, lava-olhos e chuveiros de emergéncia;

- Certifique-se da localizacdo das saidas de emergéncia;
- N&o pipete nenhum tipo de produto com a boca;
- Nao misture material do laborat6rio com seus pertences pessoais;

- Né&o leve as méos a boca ou aos seus olhos quando estiver manuseando amostras ou
produtos quimicos;

- Lave cuidadosamente as maos com bastante agua e sabdo antes de sair do laboratdrio.
Caso va ao banheiro durante as aulas praticas lave as méos antes e depois do uso de
toalete. Caso saia para se alimentar ou fumar, as maos também devem ser lavadas. As
maos ainda devem ser lavadas imediatamente apds o contato acidental com esgoto, lodo
ou quaisquer tipos de materiais contaminados.

- Nunca consuma ou coloque nenhum tipo de alimento nas bancadas, armarios,
geladeiras e estufas do laboratério. Comidas, bebidas e outros artigos que geram contato
potencial entre as méos e a boca sdo proibidos nas areas técnicas. Amostras como
esgoto, lodo entre outras que contém uma variedade de organismos patogénicos, sdo
manuseadas diariamente nas areas técnicas e armazenadas nas geladeiras. Sdo fonte
potencial de contaminacdo de comidas e bebidas. Nao se permite armazenar comida ou
bebidas nos refrigeradores dos setores técnicos, pois nestes sdo armazenadas amostras
para analise.

- Nunca utilize vidraria de laboratério como utensilio doméstico;

- Nunca fume nas dependéncias do laboratério. Materiais em combustdo sdo uma causa
potencial de ignicdo de solventes inflamaveis.

- Nunca aplique cosmético no laboratorio.

- Objetos pefurocortantes: deve-se usar extrema cautela no manuseio de objetos
contundentes, como tesouras, facas, estiletes e cacos de vidro. Dirija-se ao professor ou
a técnica caso ocorra algum acidente desta natureza e busque sempre orientacdo de
como se deve proceder.

- No laboratdrio ndo se deve correr a fim de evitar choques, derramamento de material e
acidentes.

Pedimos a compreensdo e colaboragdo de todos para que possamos conviver
num ambiente mais seguro. Acidentes acontecem sempre e normalmente quando menos
esperamos. Por este motivo, precisamos nos prevenir. Estas recomendag¢des ndo anulam
a possibilidade de acontecer algum acidente, mas a nédo aplicacdo delas pode causar
acidentes de dimens@es que variam de pequenas a as vezes irreparavel. Seja consciente,
tenha uma conduta segura!



Aula Pratica 1: Comparacao de Células Procarioticas e
Eucaridticas e Coloracao de Gram

Introduc¢ao

Os seres vivos podem ser classificados em dois grandes grupos, procariontes e
eucariontes, em funcdo da organizacdo celular. O objetivo desta pratica é comparar
células procaridticas e eucarioticas, estabelecendo semelhancas e diferencas.

Ao microscopio optico, o que mais chama atencdo é a grande diferenca de
tamanho entre as células procaridticas e eucarioticas. E claro que algumas células
procarioticas, por exemplo, semelhantes a cianoficeas possuem tamanho préximo ou
maior que algumas células eucarioticas. Entretanto, a regra é que 0s procarioticos,
geralmente, tém células menores que 0s eucarioticos.

Outra diferenca bem marcante é a presenca do ndcleo nos eucarioticos e sua
auséncia nos procarioticos. Internamente, ndo s6 a presenca do ndcleo difere entre as
duas células, mas também, a intensa compartimentalizacdo das diversas funcdes
celulares em organelas envoltas por membranas — o sistema de endomembranas —
caracteristico das células eucaridticas.

Infelizmente, o sistema de endomembranas é de dificil visualizacdo ao
microscopio optico, sendo observado adequadamente em microscopia eletronica de
transmissao. Isso restringe o elenco de atividades praticas possiveis com o uso de
microscopio comum. A observacdo da caracteristica mais notavel para diferenciar os
dois tipos de organizacdo celular fica, geralmente, limitada a observacdo da presenca e
auséncia de nucleo. Como excecdo a esta generalizacdo, pode-se citar a visualizacdo de
vacuolos contrateis e digestivos em ciliados e em preparacdes de ldminas permanentes
com coloragdes especiais para visualizar reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi
ou mitocondrias. Uma forma bem didéatica de evidenciar as diferencas em relagdo as
células é colocar lado a lado células de bactérias (procaridticas) e células da mucosa da
bochecha (eucarioticas).

Material necessario

Visualizacdo de células eucarioticas e procarioticas

= [ aminas e laminulas;

= Suabe estéril;

= Amostra de bactérias (cultura em suspenséo);
= Alga de platina;

= Lamparina;

= Alcool 70%;

= Corante azul de metileno 0,5%;

= Microscépio.



Coloracdo de Gram

» Solucdo de violeta cristal: misturar a solugdo A com a B. A mistura € estavel e
pode ser estocada por meses a temperatura ambiente

Solucéao A:
2 g de violeta cristal,
20 mL de etanol (95%).

Solucéo B:
0,8 g de oxalato de aménia,
80 mL de agua destilada.

= Solucdo de iodo: dissolver o iodo e o iodeto de potassio em aproximadamente 25
mL de agua destilada. Adicionar o restante da agua a mistura. A solucdo é
instavel e deve ser estocada a temperatura menor que 200°C, em frasco escuro e
ndo por mais de 3 meses.

1 g de iodo,
2 g de iodeto de potassio,
100 mL de agua destilada.

= Solucdo de safranina: misturar a safranina e o etanol na agua destilada.

0,25 g de safranina,
10 mL de etanol,
100 mL de agua destilada.

Procedimento

Visualizacdo de células eucarioticas

1. Faga uma suave raspagem da bochecha (mucosa bucal) com um suabe estéril.

2. Espalhar bem o material coletado sobre uma lamina limpa apenas uma Unica vez e
direcao.

3. Pingar uma gota de azul de metileno 0,5% sobre o material e cobrir com uma
laminula.

4. Retirar 0 excesso de corante com o auxilio de um papel higiénico.
5. Levar ao microscopio para focalizar e observar com as objetivas de 4x, 10x e 40x..

6. Fazer um desenho esquematico.



Visualizacdo de células procaridticas

1. Com uma alca de platina estéril retirar amostra de cultura bacteriana em suspensao.
Esfregar a alca na lamina até espalhar bem a amostra coletada.

2. Fixar as células pelo calor, colocando a lamina sobre a chama da lamparina, com
auxilio de pinca, em distancia razoavel para ndo aquecer demais o material.

3. Gotejar sobre o esfregaco alcool 70% para fixar as células. Deixar evaporar o alcool
em temperatura ambiente.

4. Colocar uma gota de corante (azul de metileno 0,5%) sobre o material e aguardar 1
min.

5. Retirar 0 excesso de corante com o auxilio de um papel higiénico.

6. Levar ao microscépio para focalizar e observar com as objetivas 4x, 10x, 40x e 100X.
Fazer um desenho esquematico. Para usar a objetiva de 100X deve-se utilizar 6leo de
imersdo para que 0s raios luminosos ndo se dispersem ao atravessarem o0 conjunto
lamina-oleo.

Método de coloracdo de Gram (DSM, 1991)

. Fazer um esfregaco com uma gota de amostra a ser analisada.

. Deixar secar.

. Cobrir a lamina com metanol e deixar evaporar a temperatura ambiente.
. Cobrir a amostra, por 1 minuto, com a solugao de violeta cristal.

. Lavar por 5 segundos a ldmina em &gua corrente.

. Lavar o excesso da dgua com a solucdo de iodo.

. Cobrir a amostra, por 1 minuto, com a solucédo de iodo recente.

. Lavar por 5 segundos a lamina em agua corrente.
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. Descolorir a ldamina tmida com a aplicag¢do por 1 minuto, de n-propanol.
10. Lavar por 5 segundos a lamina em agua corrente.

11. Lavar o excesso de dgua com a solucéo de safranina.

12. Mergulhar por 1 minuto a ld&mina em solugéo de safranina recente.

13. Lavar por 5 segundos em agua corrente.

14. Secar a lamina ao ar.

15. Observar a lamina ao microscépio optico de luz comum com objetiva de 100X (usar
0leo de imersao).



Observacgoes

Fixacdo por Calor

Fixar as bactérias pelo calor significa, aqui, torna-las aderidas a lamina. As
bactérias sdo muito pequenas e possuem uma espessa parede celular de peptidioglicano.
Ao aquecer a lamina, a parede de peptidioglicano ficara firmemente aderida ao vidro. O
mesmo procedimento ndo poderia ser aplicado as células da bochecha, uma vez que
estas possuem como revestimento apenas uma fina membrana lipoprotéica. Se
aquecermos as células da bochecha elas iriam estourar.

Fixacdo em Alcool 70%

Fixar as células em &lcool 70% tem um significado diferente, ndo é exatamente
aderir as células a lamina. Em citologia, denomina-se fixa¢do ao procedimento que visa
manter de modo definitivo as estruturas citoldgicas e histoldgicas dos varios tecidos.
Em outras palavras essa fixacdo tem por objetivo evitar a deterioracdo dos tecidos
durante o processo de preparacdo da lamina.

Azul de Metileno

E um corante acidofilo, com forte interagdo com os &cidos nucléicos (DNA e
RNA) presentes em grande quantidade no nucleo. Por isso, esse corante marca de modo
notavel o nacleo. O azul de metileno também ira corar o peptidioglicano da parede das
bactérias, por sua natureza acida.

Diferencas observaveis entre as células das bactérias e da bochecha

As células da bochecha, como toda célula eucariotica, possui nacleo facilmente
observavel, o que ndo existe na célula bacteriana. Mas o que mais chama atencdo é sem
duvida a grande diferenca de tamanho. Em geral, as bactérias sdo bem menores em
relacdo as células eucaridticas, e isso fica muito evidente quando sdo colocadas lado a
lado.

Diferencas Internas que ndo podem ser observadas em Microscépio Optico

As células eucaridticas possuem o citoplasma todo compartimentalizado por um
sistema de endomembranas, formando vérias organelas com funcgdes especificas, como
o reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, nucleo, lisossomo, mitocondrias. Esse
sistema de endomembranas estd ausente nos procariontes. A segunda diferenca
importante € a auséncia de uma rede de proteinas envolvidas em dar motilidade a célula
eucaridtica. Essa rede de proteinas, chamada citoesqueleto, esta ausente na célula
procariotica.
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Anotagdes da aula pratica 1



Aula Pratica 2: Visualizacdao Microscopica de Organismos:
Fitoplancton, Zooplancton e Protozoarios

Introduc¢ao

Em todos os corpos d’agua células fotossintetizantes e animais microscopicos
ocorrem como plancton. As algas planctdnicas e cianobactérias juntas constituem o
fitoplancton, e séo o inicio da cadeia alimentar para os organismos heterotréficos de
vida aquatica. O plancton heterotrofico ou zooplancton consiste principalmente de
micro-crustaceos, larvas de animais, protistas e bactérias.

Algas

As algas sdo organismos unicelulares microscopicos, entretanto algumas das
espécies marinhas sdo organismos grandes. Ao contrario das bactérias, as algas tém
nucleo celular definido e numerosas estruturas intracelulares envolvidas por membrana.
A maioria delas contém clorofila e sdo capazes de realizar fotossintese, sendo dessa
maneira uma importante fonte de alimentos para outros organismos. Os taxonomistas
discordam sobre a classificacdo destes microrganismos. As algas eucariotas ndo devem
ser confundidas com as algas verde-azuladas (cianobactérias), que sdo seres
procariontes. Podem ser encontradas em diversos ambientes, crescendo em agua doce,
salobras ou salgadas. Desenvolvem-se em locais Umidos e bem iluminados. Apresentam
grandes variedades de forma e dimensdo. Muitas espécies ocorrem como células
simples que podem ser esféricas, em bastonete, em forma de clava ou fusiformes.
Outras formam colonias multicelulares que podem ser membranosas, filamentos
isolados ou agrupados, cadeias individuais que podem ser ramificadas ou ndo. Algumas
coldnias sdo simples agregados de células idénticas, que se mantém unidas apés a
divisdo, outras sdo formadas de diferentes células especializadas em funcdes
particulares. As algas apresentam 6rgdos reprodutores simples e podem reproduzir-se
por via sexuada ou assexuada. Podem estabelecer associacdes simbioticas com fungos,
para formar os liquens e com animais (protozoarios). As algas endofitas vivem no
interior de outras algas ou mesmo plantas vasculares.

e Importéncia:

- Ecologica: As algas tém funcdo no ciclo da vida em ambientes de agua doce e
marinho. Em todos esses ambientes se destacam pela producéo de oxigénio. Além disso,
fazem parte do primeiro nivel da cadeia alimentar, sendo chamados de organismos
produtores, pois produzem tecidos vivos a partir da fotossintese;

- Sanitaria: As principais ocorréncias de importancia sanitaria relacionam-se com o fato
das algas conferirem sabor e odor a agua; obstruir de filtros de areia; serem indicadoras
de poluicdo e de aguas limpas (bioindicadores). Em alguns casos, como 0s de
eutrofizacdo, as algas cobrem a superficie de lagoas e reservatdrios dificultando a
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penetracdao da luz, causando déficit de oxigénio no corpo d’agua. Quando entram em
decomposicdo, as algas que se fixam as paredes dos reservatOrios causam prejuizos
econdmicos e de saude publica devido a formacdo de lodo, produgdo de cor na agua,
corrosao de estruturas de ferro e concreto, producdo e liberacdo de substancias toxicas
no corpo d’agua;

- Industrial: Extratos de determinadas espécies de algas tém usos comerciais
importantes tais como espessantes e emulsificantes de alimentos, como sorvete; como
drogas antiinflamatoérias para o tratamento de Ulceras e como fonte de &gar, o qual é
utilizado para solidificar solugdes nutritivas sobre as quais 0s microrganismos crescem.

e Grupos de algas

As algas pertencem ao Reino Protista, que comprende 12 filos. Nove destes filos
agrupam as algas, sejam elas vermelhas (Filo Rhodophyta) verdes (Filo Chlorophyta),
pardas (Filo Phaeophyta), diatoméaceas (Filo Bacillariophyta), etc.

Algas verdes ou cloroficeas: unicelulares ou multicelulares, com clorofilaa e b
e carotendides. Acumulam amido como reserva glicidica no interior de plastideos.
Crescem principalmente em ambientes de 4gua doce e em sua maioria S&o
microscopicas. Aproximadamente 10% das algas verdes sdo encontradas em &guas
salgadas, como por exemplo, a conhecida alface-do-mar;

Algas douradas ou crisoficeas: possuem clorofila a e c, carotendides e
ficobilinas —ficocianina ou ficoeritrina.;

Algas pardas ou feoficeas: sdo algas marinhas, multicelulares, embora nédo
apresentem diferenciacdo em raizes, folhas e caules, possuem clorofila a e ¢ e
fucoxantina. Vivem nas costas rochosas e regides frias.

Algas vermelhas ou rodoficeas: possuem clorofila a e ficobilinas. Costumam
existir em regides tropicais. Sua parede celular é composta de celulose e pectina e
carbonato de calcio. Vivem em grandes profundidades associando-se aos polipos para
formar os recifes de coral. Ndo apresentam células méveis em qualquer estagio do ciclo
de vida.

Cianobactérias

Os organismos desse grupo foram, durante muito tempo, classificados como
algas verde-azuladas ou cianoficeas, embora o termo cianobactérias seja mais adequado.
Sabe-se que estes organismos ndo tém relacdo filogenética com qualquer grupo de
algas, a ndo ser como provaveis antepassados dos cloroplastos, e encontram-se
classificados como um filo (ou divisdo, para os botanicos) no dominio Bacteria.

Séo organismos fotossintéticos unicelulares ou coloniais. As col6nias podem ter
forma laminar, filamentosa ou até mesmo de esferas ocas, sendo algumas vezes,
envolvidas por envoltério mucilaginoso.

11



Apresentam distribuicdo cosmopolita. Seus habitats vdo desde fontes termais a
85°C (Synechococcus p. ex.) a lagos antarticos. Algumas formas sdo terrestres, vivendo
sobre rochas ou solo umido. Outras vivem em associa¢cbes com fungos, como nos
liqguens Cora e Leptogium, entre outros. Ainda existem algumas que se associam a
vegetais (Anthoceros, bridfita; Azzola, pteridofita; Cycas, gimnosperma) ou a
protozoarios. Em ambientes anaerdébios frequentemente servem como fonte de
alimentos para espécies heterotréficas.

Sendo autotroficas, as cianobactérias ndo invadem outros organismos, e entdo
ndo representam problemas para a saude dos seres humanos, exceto em relacdo a
liberacdo de toxinas nas aguas de abastecimento. No que diz respeito aos pigmentos
fotossintéticos, pode-se distinguir dois padrbes nas cianobactérias: (1) a maioria das
espeécies possui clorofila a juntamente com as ficobilinas; (2) alguns géneros, entretanto
ndo possuem ficobilinas e tém clorofila b, o que lhes confere uma coloracdo verde
brilhante. As cianobactérias sdo capazes de realizar fotossintese em ambientes pouco
adequados as células eucarioticas, caracteristica que as distingue das algas e lhes
confere maior vantagem adaptativa para explorar outros nichos.

Algumas delas podem fixar o nitrogénio, convertendo-0 em compostos
nitrogenados, que podem ser utilizados por elas mesmas. A fixacdo deste elemento
ocorre em células diferenciadas, denominadas heterocistos, nas quais a enzima
nitrogenase realiza a catalise da reacdo de fixacdo. Os heterocistos sdo células com
parede mais espessa, do que as outras células, caracteristica que possibilita manter o
ambiente intracelular livre de oxigénio, que € um inibidor da enzima que realiza o
processo de fixacdo do nitrogénio. As cianobactérias sdo 0s Gnicos organismos capazes
de fixar nitrogénio em ambientes aerdbios e essa caracteristica lhes confere importancia
ecoldgica notavel.

Esporos resistentes, denominados acinetos, € outro tipo de especializacdo
celular. S8o células de resisténcia, com paredes grossas, que acumulam reservas
protéicas (granulos de cianoficina). Os acinetos sdo resistentes a dessecacdo e
permanecem nos sedimentos por muitos anos, garantindo a sobrevivéncia dessas
especies em periodos desfavoraveis.

As cianobactérias tém a estrutura padrdo de uma bactéria. Exibem parede celular
desprovida de celulose, membrana plasmatica, capsula ou bainha mucilaginosa,
nucleoide, ribossomos, inclusdes de fosfato, proteinas e lipideos, citoplasma e lamelas
fotossintéticas (membranas tilacoides), nas quais estdo presos 0s pigmentos
fotossintetizantes.

A parede celular das cianobactérias cora-se como as de bactérias Gram-
negativas, entretanto as cianobactérias ndo possuem organelas celulares, como
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e vacuolos, caracteristicas
essas comuns as bactérias. Também ndo possuem flagelos, entretanto algumas podem
mover-se com a ajuda de fibras espiraladas na parede celular.
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Reproduzem-se de maneira assexuada. Como nas demais bactérias, a diviséo
celular ocorre por crescimento e invaginacdo da parede celular. A reproducéo acontece
por processos denominados fissdo binaria, quando uma célula da origem a duas células-
filhas, ou fissdo mdaltipla, quando uma célula-mae divide-se em mais de duas células-
filhas. Os contetdos celulares e o nucledide também sdo multiplicados, ndo se dividindo
por mitose, a exemplo de protistas e outros organismos eucariontes. Brotamento e
fragmentacdo também sdo formas de reproducdo encontradas em cianobactérias. Em
espéecies filamentosas, quando a bainha espessa se fragmenta, hd formacdo de
hormogonios, conjunto de 3-5 células que crescem e ddo origem a novas coldnias
filamentosas.

e Importancia

- Ecoldgica:

As cianobactérias sdo consideradas fonte rica de metabodlitos secundarios
biologicamente ativos, muitos dos quais com possivel potencial farmacolégico. Em
corpos d’agua, alguns desses compostos (cianotoxinas) tém papel importante na
dindmica ecoldgica de toda a comunidade. Ainda, essas toxinas podem constituir sério
problema de salde publica e suas concentracfes sdo preocupacdo constante em estacoes
de tratamento de agua (ETA).

Outro caso de importancia ecoldgica das cianobactérias é a fixacdo de nitrogénio
que ocorre em plantacdes de arroz, as quais podem ser cultivadas no mesmo solo
continuamente sem adicao de fertilizantes devido a presenca de Anabaena azzolae, que
se desenvolve nos tecidos de Azolla (que cresce conjuntamente ao arroz), fixando
nitrogénio, contribuindo na produtividade primaria dos lagos, sendo responsavel por
cerca de aproximadamente 50% do nitrogénio total fixado.

- Eutrofizacdo de corpos d’agua:

O aporte excessivo de nutrientes geralmente desencadeia crescimento intenso de
cianobactérias e microalgas em corpos d’agua, o que traduz-se em alteracdes drasticas
nas relagdes ecoldgicas, com consequente deterioracdo da qualidade da agua.

E comum em caso de crescimento excessivo de cianobactérias a producdo de
cianotoxinas. Em alguns casos o crescimento é tdo elevado que podem formar-se
massas visiveis flutuantes na linha d’4agua, as floracdes. Essas floragdes podem impedir
a passagem de luz solar as camadas mais profundas, impedindo o desenvolvimento e
sobrevivéncia de outras espécies dependentes da luz. O Mar Vermelho aparentemente
recebeu este nome gracas as floracdes de Trichodesmium.

- Toxicidade:

O estudo de casos de intoxicacdo por substancias produzidas por cianobactérias
é recente. Ganhou as manchetes dos jornais em fevereiro de 1996, quando cerca de 50
pessoas morreram vitimas da intoxicacdo, numa Clinica de Hemodialise em Caruaru. Os
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sintomas apresentados pelos pacientes da clinica foram relacionados aos sintomas
ocasionados pela microcistina em estudos experimentais com camundongos. A partir
dai, as analises comprovaram a intoxicacdo dos pacientes pela microcistina. Em
dezembro de 2000, uma nova portaria foi aprovada, exigindo o controle da microcistina,
a toxina mais conhecida produzida por cianobactérias, cujo valor maximo permitido na
agua foi fixado em 1 g/L. Portanto, ndo sera mais permitindo o uso de algicidas, produto
que mata as algas e cianobactérias, liberando as toxinas que se dissolvem na agua. As
algas e cianobacterias deverdo ser retiradas vivas, através do processo de floculacéo,
que as aglomera em pequenos flocos.

As toxinas produzidas pelas cianobactérias podem ser classificadas em dois
grupos. As hepatoxinas, com sintomas como diarréia e figado aumentado por
hemorragia e as neurotoxinas, que se manifestam na forma de tontura, perda da
coordenagdo motora, podendo ocasionar até a paralisacdo dos musculos da respiracao.
As mais comuns sdo as hepatoxinas, toxinas que atacam o figado, entre elas a
microcistina. A intoxicacdo por hepatoxina apresenta sintomas iniciais semelhantes a
uma gastroenterite, inflamacao do estdmago e intestinos dificultando sua identificagéo.
Todavia, para essas causa existe tratamento.

Zoopldncton

Os organismos zooplancténicos constituem importante grupo na cadeia
alimentar dos ecossistemas aquaticos. Representam o elo entre os produtores
(fitoplancton) e os consumidores maiores da cadeia alimentar. Nos ecossistemas
aquaticos continentais, o zooplancton esta representado principalmente pelos
protozoarios, rotiferos, e crustaceos (principalmente claddceros e copépodos) com papel
decisivo na dinamica destes ambientes, especialmente na ciclagem de nutrientes e fluxo
de energia.

e Grupos de zooplancton:

Protozoa: sdo seres unicelulares, na maioria heterétrofos, mas com formas
autotrdficas e com mobilidade especializada. A maioria deles é muito pequena, medindo
de 0,01 a 0,05 mm, mas ha excecdes (0,5 mm). Sdo encontrados em mares, rios, lagos e
ambientes terrestres, com habitos de vida livre ou parasita, saprofitos, e em simbiose
com animais vertebrados ou invertebrados. Sua forma de nutricdo é muito diferenciada,
pois podem ser predadores ou filtradores, herbivoros ou carnivoros, parasitas ou
mutualistas. A digestdo € intracelular, por meio de vactolos digestivos, sendo que o
alimento é ingerido ou entra na célula por meio de uma "boca", o citostoma. A celula é
muito especializada, e cada organela tem uma funcéo vital. Ha um sistema hidrostatico,
constituido de vacuolos pulsateis que eliminam o excesso de agua que entra na célula
por osmose nos protozoarios dulcicolas, para estabelecer o equilibrio osmadtico.
Alimentam-se de bactérias e, por isso, ambientes com grande quantidade de matéria
organica e oxigénio livre, sdo locais preferenciais para eles. Podem ser divididos em
quatro grupos distintos: flagelados, amebdides, formadores de esporos e ciliados. A
forma de locomocéo € a principal caracteristica taxonémica para diferenciar espécies.
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Sd0 muito usados como indicadores de qualidade do ambiente, sendo que aguas
poluidas normalmente tém protozoarios caracteristicos em abundancia.

Os protozoarios reproduzem-se por processos sexuado (conjugacgdo), assexuado
(fissdo binaria) ou por ambos. Podem se apresentar na forma ativa, como trofozoitos ou
forma encistada, como cistos, em condi¢fes ambientais desfavoraveis resistindo a
dessecacéo e baixas temperaturas.

Rotifera: sdo encontrados em pogas de dgua de chuva até lagos de agua fresca e
poucos em &gua salgada. A maioria das espécies é planctdnica. Apresentam
comprimento entre 0,1 e 1 mm, embora algumas espécies possam alcancar até 3 mm.
Tém o corpo segmentado em trés partes: cabeca, tronco e pé. A extremidade anterior ou
“cabeca” possui um orgdo ciliado chamado coroa, que pode estar modificado na forma
de cerdas ou cirros. As funcbes da coroa sdo locomocdo e obtencdo de alimento.
Possuem glandulas podais que secretam uma substancia adesiva, que serve para fixacao
temporéaria com o substrato. O corpo pode ser dotado de espinhos, cerdas e espordes que
servem para protecdo contra predadores. Outra estrutura caracteristica do grupo é o
mastax, que constitui a faringe muscular e € composto por sete pec¢as duras, as quais sao
modificadas conforme o tipo de nutricdo do animal. A fungdo do mastax é a de triturar
os alimentos para posterior digestdo. Os rotiferos sdo em sua maioria didicos,
reproduzem-se tanto sexuadamente quanto assexuadamente (por partenogénese). Sao
uma fonte altamente rica em energia na cadeia alimentar, pois mesmo sendo pequenos,
sua carga calorica é alta, e por apresentarem taxa reprodutiva muito rapida,
disponibilizam permanentemente grande quantidade de alimento para os consumidores.
Além disso, a funcdo detritivora de muitas de suas espécies tem papel depurador
fundamental em ambientes submetidos a polui¢do orgéanica. Seus principais alimentos
sdo bactérias, ciliados e algas, também existem espécies parasitas e comensais. Sua
principal funcdo na cadeia alimentar de lagos é a de ser alimento de larvas de peixes,
pois é o grupo dominante da populacdo zooplanctdnica. Outro importante campo de
pesquisa que envolve o grupo € o da ecotoxicologia, pois estes organismos demonstram
a possibilidade de serem utilizados como bioindicadores.

Cladocera: constituem grupo essencialmente de agua doce, com grande
representatividade nos corpos de agua lénticos. Nadam por meio de antenas e seu
movimento é predominantemente vertical. A maioria das espécies mede entre 0,5 e 3
mm. A maioria dos claddceros apresenta habito rastejador ou bentbnico, movendo-se
entre os detritos, mas ha familias de habito predominantemente plancténico. Com
relacdo aos habitos alimentares, a maioria das espécies bentdnicas alimenta-se raspando
matéria organica da superficie de plantas, sedimentos ou outros materiais, enquanto as
especies plancténicas sdo filtradoras e alimentam-se de algas, bactérias e outras
particulas em suspensao.

O ciclo de vida dos cladoceros abrange tanto reproducdo assexuada por
partenogénese quanto sexuada. Muitos sofrem mudancgas sazonais na morfologia do
corpo através de sucessivas geracdes produzidas partenogeneticamente, fendmeno este
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denominado ciclomorfose, e que é comum entre algumas espécies do género Daphnia.
Os individuos gradualmente mudam a forma da cabeca de uma geracdo para outra, de
arredondada para um capacete pontudo. Os fatores associados a esta variagdo
morfoldgica sdo varios, principalmente por efeitos da temperatura e da predacéo.

Copepoda: € um grupo de crustaceos importante na composi¢do da fauna de
invertebrados aquéaticos. Esses microcrustaceos habitam os diversos ambientes
aquaticos, marinhos e de &gua-doce, incluindo terras Umidas. Existem espécies
plancténicas, epibentdnicas e outras parasitarias. Os copépodos podem alimentar-se de
particulas suspensas, engquanto outros sdo filtradores e ainda existem os predadores. A
maioria deles possui de 1 a 5 mm de comprimento. Seu corpo é composto de cabeca,
torax e abdémen. A cabeca esta fundida com o primeiro e as vezes o segundo segmento
toracico. O tdérax possui seis segmentos. O primeiro par de apéndices € modificado
formando maxilipedes para alimentacdo. Os outros cinco pares de apéndices sao
semelhantes, entretanto, em algumas espécies os apéndices do ultimo par, conhecido
como P5, podem vir modificados para a copula. O abdémen possui cinco segmentos que
sdo mais estreitos que o do térax e ndo possui apéndices.

Material necessario

= Cultura de paramécios;

» Laminas e laminulas;

= Levedura (fermento biol6gico de pao);
= Corante Vermelho Congo;

= Microscopio.

Procedimento

Observando os cilios e vactiolos em Paramecium sp.

1. Colocar uma gota da cultura sobre uma lamina;

2. Observar ao microscépio o batimento dos cilios, e a movimentacdo dos vacuolos
digestivos e contrateis.
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Figura 1: Desenho esquematico de um paramécio em que sdo mostradas as suas principais estruturas (A). Fotografia
de um paramécio na lente 100x (B).

Vacuolo contratil

Citostoma
Citofaringe
Micronucleo
Vacuolo
Macronucleo Digestivo

Vacuolo contratil

Observando a Digestdo Intracelular

1. Faca uma suspensao de leveduras coradas, adicionando 0,3 g de fermento de péo e 10
mg do corante Vermelho Congo em 30 ml de agua destilada. Misture bem e deixe em
banho-maria (em fervura) de 5 a 10 min.

2. Na lamina, coloque uma gota da cultura e uma gota da suspenséo de levedura. Cobrir
com laminula. Observar em microscopio ue 1uZ comum.

3. O corante Vermelho Congo, além de tornar os vacuolos digestivos facilmente
identificaveis, € um indicador de pH. Assim, pode-se observar a modificacdo na
coloracdo dos vacuolos na medida em que o processo ocorre. No inicio da digestdo os
vaclolos terdo a coloracdo vermelha (pH 7), que passarda a ser parpura (pH 5) e
posteriormente azul (pH 3).
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Aula pratica 3: Osmose, ciclose e cloroplastos

Introduc¢ao

A célula vegetal possui parede celular mais ou menos rigida e um protoplasto
(Tabela 1).

Tabela 1: Componentes da célula vegetal

Parede celular Lamela mediana

Parede primaria
Parede secundaria
Nucleo Envoltorio nuclear
Nucleoplasma
Cromatina
Nucléolo

Protoplasto

Membrana plasmatica (limitando
externamente o citoplasma)
Citossol
Organelas circundadas
por duas membranas: Plastidios e Mitocondrias

Organelas circundadas

] Peroxissomos, Vacuolos (circundados
por uma membrana:

pelo tonoplasto)

Citoplasma Sistema de

endomembranas:
Reticulo endoplasmatico
Complexo de Golgi
Vesiculas

Citoesqueleto

Microtubulos
Filamentos de actina

Ribossomos

Corpos oleaginosos

4

O termo “protoplasto” ¢ derivado da palavra protoplasma, a qual é usada para
definir o conteudo das células. O protoplasto € a unidade de protoplasma contida pela
parede celular e consiste em citoplasma e nucleo. O citoplasma, limitado externamente
pela membrana plasmatica, contém organelas, sistemas de membranas e estruturas ndo
membranosas, tais como, ribossomos. O restante do citoplasma, chamado “sopa celular”
ou matriz citoplasmatica, na qual varios corpos e sistemas de membranas estdo imersos,
é chamado de citossol.

Ao contrario da maioria das células animais, as células vegetais apresentam no
citossol uma ou mais cavidades cheias de liquido, chamadas de vacuolos, que sdo
circundados por uma unica membrana lipoprotéica chamada tonoplasto.
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Na célula vegetal viva, o citoplasma estd freqlientemente em movimento. As
organelas, bem como as Vérias substancias suspensas no citossol, podem ser observadas
deslizando de maneira ordenada no movimento em curso. Esse movimento € conhecido
como corrente citoplasmatica ou ciclose, o qual é continuo enquanto a célula esta viva.
A corrente citoplasmatica facilita a troca de substancias dentro da célula e entre a célula
e seu ambiente. Entretanto, ndo é conhecido se esta é a funcdo priméria da corrente
citoplasmatica.

Todas as células eucaridticas possuem citoesqueleto, ou seja, uma rede
complexa de filamentos protéicos que percorre todo o citossol. O citoesqueleto esta
intimamente envolvido em muitos processos; incluindo a divisdo celular, crescimento e
diferenciacdo e movimento de organelas de um local para outro dentro da célula. O
citoesqueleto das células vegetais apresenta dois principais filamentos protéicos:
microttbulos e filamentos de actina.

Muito da compreensdo sobre a corrente citoplasmatica deve-se ao trabalho
realizado com as células gigantes de algas verdes como Chara e Nitella. Nessas células,
que ttm de 2 a 5 cm de comprimento, a camada de citoplasma adjacente a parede e
contendo os cloroplastos ndo apresenta movimento. Feixes de filamentos de actina
dispostos em espiral se estendem por varios centimetros ao longo das células e formam
diferentes “trilhas”, estando firmemente unidos aos cloroplastos imdveis. A camada de
citoplasma que se movimenta fica entre os filamentos de actina e o tonoplasto, contendo
0 nucleo, mitocéndrias e outros componentes citoplasmaticos.

A forca geradora necessaria para que ocorra 0 movimento citoplasmatico vem de
uma interagdo entre actina e miosina, uma molécula de proteina com uma “cabeca”
contendo ATPase que ¢ ativada pela actina. A ATPase é uma enzima que hidrolisa ATP,
liberando energia. Aparentemente, as organelas na corrente citoplasmatica estdo
indiretamente unidas aos filamentos de actina por moléculas de miosina, que usam a
energia liberada pela hidrolise do ATP para “caminhar” ao longo dos filamentos de
actina puxando com elas as organelas. A corrente sempre ocorre das terminacgdes
negativas para as terminagfes positivas dos filamentos de actina, os quais estdo todos
igualmente orientados dentro de um feixe.

Osmose: caso especial de difusdo

Diz-se que uma membrana que permite a passagem de uma substancia, ao
mesmo tempo em que bloqueia a passagem de outras, é seletivamente permeavel. O
movimento das moléculas de dgua através de uma membrana é um caso especial de
difusdo, conhecido como osmose. A osmose resulta num saldo de agua transferida de
uma solucdo que tem alto potencial hidrico (menor concentracdo de soluto) para uma
solucéo que tem potencial hidrico mais baixo (concentracdo de soluto mais alto).

A difusdo da agua ndo é afetada pelo que esta dissolvido na agua, apenas por
quanto esté dissolvido - ou seja, a concentracdo das particulas de soluto (moléculas ou

21



ions) na 4gua. Uma particula de soluto pequena, tal como um ion sodio, influi tanto,
quanto, uma particula de soluto grande, como uma molécula de agUcar.

Diz-se que duas ou mais solucdes que tenham iguais numeros de particulas
dissolvidas por unidade de volume — e, portanto o mesmo potencial hidrico — é definido
como isotonicas (do grego isos, que quer dizer “igual”, e tonos, “tensdo’’). Nao ha um
saldo de transferéncia de &gua através de uma membrana que separa duas solucbes que
sejam isotdnicas uma em relacdo a outra, a ndo ser que, obviamente, exerca-se pressao
em um dos lados.

Ao compararem-se solucbes com diferentes concentragdes, aquela que tiver
menos soluto (e, portanto potencial hidrico mais alto) € conhecida como hipotdnica, e
aquela que tiver mais soluto (um potencial hidrico mais baixo) é conhecida como
hipertonica. (Observe que hyper significa “mais” — neste caso, mais particulas de soluto;
hypo significa “menos”, neste caso, menos particulas de soluto). Na osmose, as
moléculas de agua difundem-se de uma solucéo hipoténica (ou da dgua pura), através de
uma membrana seletivamente permedavel, para uma solucdo hipertdnica.

A osmose resulta no desenvolvimento de pressdo a medida que as moléculas de
agua continuam a se difundir através da membrana para uma regido de maior
concentracdo. Se a agua € separada da solucdo por uma membrana que permite
livremente a passagem de &gua, mas ndo do soluto, a 4gua se moveria através da
membrana e faria com que a solucdo se elevasse no tubo até que um equilibrio fosse
alcancado — ou seja, até que os potenciais hidricos se tornassem iguais em ambos 0s
lados da membrana. Se pressao suficiente for aplicada sobre a solu¢do no tubo por um
émbolo, é possivel evitar a ascensdo da solucéo dentro do tubo.

A pressdo que teria que ser aplicada a solucdo para interromper a entrada de
agua é chamada pressdo osmética. A tendéncia da agua de mover-se através da
membrana, devido ao efeito dos solutos sobre o potencial hidrico, é chamada potencial
osmotico (ou potencial dos solutos, que € negativo).

A Pressdo de Turgor Contribui para a Rigidez das Células Vegetais

Se uma célula vegetal for colocada numa solugdo hipoténica com potencial
hidrico relativamente elevado, o protoplasto se expande e a membrana plasmatica estira-
se e exerce uma pressao contra a parede celular. Contudo, a célula vegetal ndo se rompe,
porque ela é contida pela parede celular relativamente rigida.

As ceélulas vegetais tendem a concentrar solucfes salinas relativamente fortes
dentro de seus vaclolos e podem também acumular agUcares, &cidos organicos e
aminoacidos. Como resultado, as células vegetais absorvem &gua por osmose e
aumentam a sua pressao hidrostatica interna. Essa pressao contra a parede celular
mantém a célula turgida, ou rigida. Conseqiientemente, a pressdo hidrostatica nas
células vegetais € comumente referida como pressao de turgor.
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Pressdo de turgor € a pressdao que se desenvolve numa celula vegetal como
resultado da osmose. lgual em intensidade e oposta & pressdo de turgor a qualquer
momento existe a pressao mecénica da parede celular, dirigida para dentro e chamada
pressdo de parede.

A maior parte do crescimento das células vegetais é o resultado direto da
absorcdo de &gua, com a maior parte do aumento no tamanho celular resultando da
expansao dos vacuolos. Contudo, antes que a célula possa aumentar em tamanho, deve
haver um afrouxamento da estrutura da parede, a fim de reduzir a sua resisténcia a
pressdo de turgor.

O turgor ¢ mantido na maioria das células vegetais porque elas geralmente
vivem num meio hipotdnico. No entanto, se uma amostra de tecido vegetal com células
turgidas for colocada numa solucéo hipertdnica (por exemplo, uma solucdo de agucar e
sal), a 4gua ira abandonar a célula por osmose. Como resultado, o vacuolo e o restante
do protoplasto irdo retrair-se, fazendo assim com que a membrana plasmatica se afaste
da parede celular. Esse fenémeno é conhecido como plasmoélise. O processo pode ser
revertido se a célula for depois transferida para agua pura. Embora a membrana
plasmética e o tonoplasto, ou membrana vacuolar, sejam, com poucas excegdes,
permeaveis apenas a agua, as paredes celulares permitem a passagem livre tanto de agua
quanto de solutos através delas. A perda de turgor pelas células vegetais pode resultar
em murcha de caules, folhas ou da salada de seu jantar.

Estudando a Passagem de Solutos e Solventes pela Membrana Plasmdtica

As células de qualquer organismo estdo cobertas pela membrana celular. A
constituicdo dessa membrana promove a passagem controlada de substancias e o
consequente equilibrio dinamico no interior do organismo. A agua e outros ions
pequenos podem passar sem gasto de energia (transporte passivo) pelas membranas
bioldgicas. Uma das formas de transporte passivo € a 0smose, que vem a ser a passagem
do solvente de uma solugdo menos concentrada para a solugcdo mais concentrada,
através de uma membrana semipermedvel.

Os protoplastos de células vegetais adjacentes estdo unidos entre si pelos
plasmodesmos. Os plasmodesmos, estreitos filamentos de citoplasma que interconectam
os protoplastos de células vegetais contiguas, sdo importantes vias de comunicagédo
célula a celula. Essas estruturas fornecem uma via para 0 transporte de certas
substancias entre as células.

Estes podem ocorrer por toda a parede celular. Sob microscopia eletrénica, 0s
plasmodesmos aparecem como canais estreitos (cerca de 30 a 60 nandmetros),
revestidos pela membrana plasmatica e atravessados por um tubulo de reticulo
endoplasméatico modificado, que é conhecido como desmotUbulo. Muitos
plasmodesmos sdo formados durante a divisdo celular como corddes de RE tubulares
que ficaram presos durante a formacéo da placa celular. Os plasmodesmos sdo também
formados nas paredes de células que nédo estdo se dividindo.
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Os plasmodesmos aparentemente fornecem uma via mais eficiente entre células
vizinhas do que a rota alternativa menos direta da membrana plasmatica e parede
celular. As células e tecidos que estdo muito mais afastados das fontes diretas de
nutrientes podem ser supridos por difusdo simples ou pelo fluxo em massa através de
plasmodesmos. Além disso, acredita-se que algumas substancias s&o transportadas via
plasmodesmos para dentro e para fora do xilema e do floema, tecidos esses relacionados
com o transporte a longas distancias no corpo da planta.

Figura 2: Esquema representativo dos plasmodesmos
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Material necessario

Ciclose nas células vegetais

= FElodea;
= | dminas e laminulas;
* Pinga;

= Conta-gotas;
= Microscépio.

Osmose nas células vegetais

= Laminas e laminulas;

= Conta-gotas;

= Lamina de barbear;

= Solucédo de azul de metileno 0,5%;
= Cebola;

= Agua destilada;

= Solucdo hipertonica;

= Papel-filtro.
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Procedimento

Ciclose nas células vegetais

1.Com o auxilio de uma pingca retire uma folha de Elodea.
2.Coloque sobre a lamina uma gota de agua e uma folha de Elodea.
3.Cubra com laminula e leve ao microscépio para observagéo.

4. Observe o tamanho e a forma dos cloroplastos e descreva a ciclose.

Osmose nas células vegetais

1. Retire a epiderme de uma escama de cebola e cologue sobre uma lamina com uma
gota de azul de metileno, cubra com uma laminula e observe ao microscopio.

2. Desenhe as células de epiderme de cebola, indicando a parede celular, o nicleo e o
nucléolo.

3. Cologue em um dos lados da laminula uma gota de uma solucéo saturada hipertdnica.
Com um papel-filtro absorva a solugdo que esta entre a lamina e a laminula de forma tal
que a solucdo hipertonica entre em contato com a epiderme da cebola. Algumas vezes é
mais eficiente retirar a laminula, e com o papel-filtro retirar a solugdo que esta em volta
da epiderme e substitui-la por solucédo hipertonica.

4. Descreva e desenhe 0 que aconteceu.
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