“Seja qual for o caminho que tomemos, o nosso destino estara indissoluvelmente ligado a ciéncia. (...)
A ciéncia é um prazer.(...) O espirito da ciéncia é o de se autocorrigir. Novos resultados experimentais e novas ideias estdo constantemente a resolver

mistérios antigos.”
(Sagan, Carl; Cosmos)

Actividade Laboratorial — Biologia e Geologia 10° Ano

AS DIMENSOES EM BIOLOGIA

O que se pretende

1 Seleccionar material adequado a significacao das dimensdes dos objectos em Biologia.

2 Descrever o procedimento necessario a compreensao das ordens de grandeza em Biologia.

3 Preparar experimentalmente uma actividade experimental que desvende as limitagbes do
mundo macroscopico (olho humano) face ao “invisivel” mundo microscépico.

4 Utilizar e converter as subunidades do milimetro.

Verificar significados...

5 Escrever breves descri¢coes dos seguintes termos:

Poder ampliacao

Capacidade de um aparelho aumentar n vezes uma imagem.

A ampliacdo dada pelo microscopio € igual ao produto da ampliacao
da objectiva pela ampliacao da ocular.

Ex.: Ampliagédo da ocular: 10 x ; Ampliacdo da objectiva: 15 x
Ampliagdo do microscoépio: 10 x 15 = 150 x

A objectiva aumenta a imagem do objecto e a ocular aumenta a

imagem que recebe da objectiva.

Poder de resolucao

Capacidade de um aparelho fornecer imagens distintas de dois

pontos distintos.

Limite de resolucéao

Distancia minima a que dois pontos podem estar para que o

aparelho (m.o.c.) os mostre individualizados.

Macromeétrico
ou
Cremalheira

Engrenagem que suporta o tubo e que permite a deslocagdo da
platina. E indispensavel para fazer a focagem.

Micrométrico

Engrenagem que imprime a platina movimentos de amplitude muito
reduzida, completando a focagem. Permite explorar a profundidade
de campo do microscopio.

Revolver

Disco adaptado a zona inferior do tubo, suportando 2 a 4 objectivas
de diferentes ampliagdes e que por rotacao possibilita trocar rapida e

comodamente de objectiva.

Células
Macroscopicas

Células observadas sem necessitar de utilizar lupa ou microscopio.

Células
Microscopicas

Células que apenas se observam com o auxilio de instrumentos de

ampliacao.




Introdugéo (facultativo no guidao do aluno)

E tanto mais dificil ter uma intuicdo, atribuir uma significacdo as dimensées dos objectos
quanto mais essas dimensodes se afastam de uma escala que esteja préxima dos objectos com
que lidamos mais frequente. Dai que por comodidade a unidade mais utilizada no mundo seja o
metro.
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Niveis de resolucéo do olho nu e dos microscopios optico e electronico.
Fonte: Biologia César e Sezar, editora Saraiva

Mas veja-se...

A Beleza Feérica das Criaturas Humildes

“(....) Esta fabulosa paisagem parece um local de sonho,
assim a primeira vista fez-me pensar em corais e algas. S6
que esta paisagem ndo tem nada que ver com recifes
submarinos, e a primeira pista encontra-se no trago que serve
de escala, sdo dez micrémetros (10 um), que é como quem
diz um centésimo de milimetro (0,01lmm). Esta é uma

microfotografia, com uma ampliagdo de 2689 vezes, obtida

: por um microscopio de electrdes. O que sdo entdo estas
Nanorchestes sp. Folog 2 ce Carr
Fonte: CDC/ William L. Nicholson Cal Welbourn, Gary R. Mullen.

delicadas estruturas de uma beleza inegavel?

Posso desde ja avancgar que sao de origem animal. Para perceber bem de que criatura se trata
€ preciso reduzir um bocadinho a ampliacao da imagem.

Eis entdo, aqui, uma fotografia com uma ampliacdo de
"apenas" 1094 vezes, 0 que nos permite um maior
distanciamento.

O que estamos a ver é um &acaro minusculo do género
Nanorchestes. A escala sdao 20 micrometros ou seja 2

centésimos de milimetro.

As estruturas que se assemelham a corais sao

Nanorchestes sp. Fotografia: Janice Carr

Fonte: CDC/ William L. Nicholson Cal Welbourn, Gary R. Mullen. ornamentacdes que estes acaros possuem no dorso do seu

exosqueleto quitinoso. Estas criaturas sédo inofensivas, vivem no solo e alimentam-se de fungos
e detritos vegetais. A cabeca do animal esta nesta fotografia a esquerda, e a riqueza de

detalhes, os padrées morfologicos intrincados, séo das coisas mais bonitas que ja vi.




Eis aqui uma visdo um pouco mais longinqua deste
Nanorchestes, no seu mundo onde um grao de poeira ou de
pblen sdo coisas gigantes: aqui a ampliagdo é de apenas
547 vezes, e a escala sao cinco centésimos de milimetro. O
lado da cabeca do bicharoco é o que esta mais préximo de
nés e em baixo.”

Artigo de D. E. Rounsevell e Penelope Greenslade na revista Hydrobiologia (ref1).
Numa adaptacao da tradugao livre do resumo.

Nanorchestes sp. Fotografia: Janice Carr
Fonte: CDC/ William L. Nicholson Cal Welbourn, Gary R. Mullen.

Pelo exposto as unidades de medida utilizadas em objectos destas dimensdes terdo de ser
adaptadas, sendo que as mais frequentes sdo o micrometro (um) para a microscopia optica e o

manometro (nm) e o angstrom (A) para a microscopia electrénica. A sua relagdo com a unidade

fundamental do sistema métrico, o metro (m) e com o milimetro (mm) é a seguinte:

1 pm =10°m =10° mm (0,001 mm)
1nm =10°m =10° mm (0,000001 mm)
1A=10""m=10" mm (0,0000001 mm)

Assim a figura, em baixo, desvenda-nos algumas estruturas biologicas, que fruto das suas

reduzidas dimensdes se tornam, invisiveis a vista desarmada (olho nu).

Nicleo de
uma célula
Célula humana Poro na Membrana
Amoeba humana do figado Bactéria Ribossomo carioteca plasmatica

0,000000001 metro
. 0,00000001 metro

0,0000001 metro
0,000001 metro
0,00001 metro

1nm
10nm £
100 nm

Tum
10 um
100 um
1 mm 0,001 metro

Microscopio de luz 0,0001 metro

10 mm 0,01 metro

Vis@o humana
100 mm 0,1 metro

1 metro 1,0 metro

10 metros 10 metros

| Tamanhos relativos de células e seus componentes. (Cores-fantarsri?ij

Na actividade laboratorial que, seguidamente, propomos aborda-se o mundo microscopico. E,
muito em especial, as dimensdes das estruturas celulares que, salvo raras excepgdes como é
0 caso da Acetabularia, da gema do ovo e de alguns feixes libero-lenhosos, séo invisiveis ao
olho humano, dai a necessidade de utilizagdo do microscopio uma vez que o limite de

resolugcéo do olho humano é apenas de 100 um (0,1 mm).

Contudo, em termos de formagdo de imagem, é fundamental que se entenda, também, o
significado de trés conceitos muito importantes em microbiologia, que sao: o poder de

ampliacéo, o poder de resolucéo e o de limite de resolugao.



Procedimento Experimental

6 Fazer uma lista do material a utilizar, tendo em conta o procedimento exemplificado nas
fotografias seguintes.

6.1
Cortar uma laranja ao meio e observar os alvéolos (células’).

Classificar quanto as dimensoes.

Faca e laranja.

6.2 Partir para o interior de uma tina um ovo. Observar a gema.

Tina e ovo.

6.3 Introduzir, com a ajuda de um esguicho, dgua destilada num vidro de rel6gio de modo a
recobrir o fundo.
Esguicho com agua destilada e vidro de relégio.
6.4 Fazer uma incisdo superficial na epiderme® de
Transdescantia sp, planta ornamental conhecida

vulgarmente como erva-da-fortuna, disponibilizada 7

no tabuleiro. Extrair cuidadosamente, com a ajuda
de um bisturi e de uma pinga, um fino fragmento %

dessa epiderme. Cuidar para nao remover

simultaneamente o parénquima que lhe é aderente.

Pinca, bisturi e material bioldégico (ramo com folhas de erva-da-fortuna)

Mergulhar a fina pelicula epidérmica na agua do vidro de
relogio.
Pinga e Vidro de relégio.

6.6 Recortar, com uma tesoura/bisturi, um quadrado no fragmento epidérmico em que aresta
nao exceda os 5 mm. Observar a vista desarmada, atendendo a densidade celular.

Tesoura/bisturi

célula - unidade morfofisiolégica dos seres vivos, ou uma massa protoplasmatica, envolta por uma membrana e

contendo um nucleo.
2 e i
pelicula muito fina, ndo verde, que recobre o caule e a folha.



a) Montar, entre lamina e
lamela, o fragmento epidérmico,
usando como meio de

montagem agua destilada.

Agulha

b) Na colocagao da lamela, evitar que bolhas de ar fiquem entrepostas

Meio de Montagem

entre o objecto e a lamela; para o evitar, colocar a lamela num angulo de g

Objecto

45° em relagdo a lamina deixando-a cair lentamente sobre a preparagéo.
Lamina, lamela, conta-gotas e agulha de dissecacao.

6.8 Absorver com papel de filiro o excesso de agua que eventualmente transborde da lamela.
Papel de filtro
6.9 a) Colocar a preparagao na platina/mesa do m.o.c. de modo a que
0 tecido epidérmico fique no centro do orificio desta. b)Focar
cuidadosamente em menor ampliagéo (4x), a fim de se ter uma
visdo panoramica da regiao que se quer observar com maior
aumento. ¢) Rodar inicialmente a cremalheira e s6 depois o
parafuso micrométrico’. d) Regular o condensador e o diafragma;

Observar e registar;

Microscépio éptico composto (m.o.c.)
6.10 Mover o revolver de modo a posicionar a objectiva de média ampliagdo (10X) em linha de
focagem; dado que as objectivas sdo parafocais bastara um pequeno ajuste do foco do
parafuso micrométrico para que a preparacgao fique nitida. Observar.

6.11 Medir o comprimento de uma célula guarda utilizando um micrémetro* (fig.).
Escala graduada em pm, montada numa lamina de vidro — micrometro

objectivo — e uma escala associada a uma lente ocular — micrédmetro ocular.
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Fig. A, Micrémetro ocular; B, micrometro ocular sobreposto sobre uma porgao
da escala do micrometro objectivo.

3Algumas pessoas possuem deficiéncias visuais em alguma das vistas, para que os dois olhos tenham a mesma
nitidez deve-se fazer os procedimentos de focalizagao considerando apenas uma vista e somente depois ajustar o foco
para a outra vista, para isso deve-se girar a ocular correspondente. Cada pessoa tem uma distancia entre os olhos,
portanto deve-se ajustar a distancia para uma melhor visualizagao distanciando ou aproximando as oculares.

“# No caso de néo estar existir no equipamento do laboratério substituir por uma régua de papel milimétrico a montar,
entre lamina e lamela, em simultaneo com o fragmento epidérmico de Transdescantia.



Procedimento:

6.11.1 Colocar o micrémetro objectivo na platina do microscopio e focar a escala com a

objectiva de 10x.

6.11.2 Deslocar o micrémetro objectivo até fazer coincidir o zero da escala do micrétomo

objectivo com o zero da escala do micr6tomo ocular (pontos 0 e 0’ da figura abaixo).

6.11.3 Determinar outro ponto de coincidéncia entre as duas escalas (pontos B e B’ da

mesma figura).

6.11.4 Calcular a distancia entre os pontos 0’ € B’ no micrometro objectivo multiplicando

o numero de divisdes entre os dois pontos pelo valor conhecido de cada divisao.
Exemplo da figura:
1 div (microt. objectivo) =10 ym
distancia 0’-B’ no micrometro objectivo = 8 div. x 10 ym = 80 ym

6.11.5 Determinar o valor de cada divisao do micrometro ocular dividindo o valor da

distancia 0’- B’, calculada em 16.11.4, pelo n.? de divisbes correspondentes a distancia

0-B no micrometro ocular.
Exemplo da figura:
distancia 0-B no micrometro ocular = 5 div = 80 ym

1 divisdo no micrémetro ocular = 80/ 5= 16 ym

Escala do micrémetro ocular

Escala do micrémetro objectivo
1 div. = 10 um

Fig.: Exemplo de calibragido do micrometro ocular

6.12 Repetir o procedimento do ponto 6.10 posicionando a objectiva de

Ampliacdo da

média ampliagéo (40 x) em linha de focagem. Observar e registar. objectiva

Comprimento do tubo
(mm)

6.13 Observando pela(s) ocular(es), mover 452 para norte o parafuso
micrométrico. Repetir o procedimento anterior movimentando, agora, o

micrométrico em sentido diametralmente oposto. Registar o observado.

6.14 Olhar através da(s) ocular(es) fixamente para uma célula na preparacao e sem a perder

de vista mover a platina/mesa para cima e a baixo. Observar e registar.

7 Analisar o procedimento descrito nos pontos 6.1 a 6.14. Descrevé-lo resumidamente.

8 Reunir o material necessario (ou identificar a sua localizagdo no laboratério).

Abertura numérica

Espessura da lamela (mm)
a utilizar



Lista de material:

Microscépio 6ptico composto 1
Micrémetro objectivo 1
Micrometro ocular 1
Tabuleiro 1
Lamina graduada e lamela 1
Esguicho com Agua destilada 1
Conta-gotas 1
Tina 1
Vidro de relégio 1
Agulha de dissecagao 1
Bisturi 1
Papel de filtro 1
Faca 1
Pinga 1
Material biolégico — Erva-da-fortuna 1
(Trandescantia sp)

9 Executar o procedimento descrito, apds a memorizagdo dos passos essenciais.

10 Esquematizar e legendar os aspectos anatémicos observados em 400x focando a
morfologia das diferentes células e dos organitos celulares, a sua posicdo e dimensdes

relativas.

11 Fazer uma escala que acompanhe os esbogos esquematizados a partir do observado ao
microscopio.



Registos

Escala: H

Legenda:
parede celular

célula estomdtica

célula de
revestimento
cloroplasto

1, 2, 3, 4, — células companheiras

niicleo

Ampliacao total: 400X

Figura 2: Observagao microscopica de epiderme do caule de Tradescantia sp , evidenciando
um estoma e os cloroplastos , estes presentes somente nas células
guardas/labiais.

12. Questdes pos-laboratoriais

a. Juizos coqnitivos:

i. Responder as questdes - guia
12.1 Poder/Limite de resolucao.

eComparar a distancia/nitidez entre duas paredes contiguas de duas células
companheiras, observada quer em vista desarmada no ponto 6.6 quer ao microscopio
optico no ponto 6.10.

As duas paredes celulares surgem como estruturas distintas e individualizadas ao microscépio,

mas a vista desarmada aparecem fundidas como se de uma s6 estrutura se tratasse.
¢ Concluir quanto ao poder de resolugcao do M.O.C. relativamente ao olho humano.

O poder de resolucao traduz a capacidade de distinguir com nitidez dois pontos muito
proximos. A distancia minima a que esses pontos devem estar para que o microscépio ainda
tenha poder de resolugéao, chama-se limite de resolucdo. Sendo assim, existe uma relacdo de
proporcionalidade inversa entre estas duas grandezas.

Qualquer microscoépio que utilize lentes de vidro e em que a fonte de luz branca seja natural ou
artificial tem como limite de resolug¢do 0,25 um, contrastando com o limite de 0,1 mm do olho

humano. Assim se duas estruturas tém entre si uma distancia de 0,4 um, no microscépio vao



aparecer individualizadas, mas a vista desarmada aparecerdo fundidas como se de uma so
estrutura se tratasse.

Deste modo, o poder ampliador ndo deve ser considerado como a melhor qualidade de um
sistema Oéptico. Uma boa objectiva deve apresentar além de tudo um grande poder de
resolugédo, pois é preferivel ter uma imagem menos ampliada mas mais nitida do que a

situacao inversa.

ii. Compreender a funcao dos parafusos macrométrico e micrométrico em microscopia.
12. 2 Profundidade de campo.

e Prever o procedimento a realizar para visualizar com nitidez pormenores de diferentes
planos, aguando da realizagdo de uma observag@o microscopica.

Quanto maior o aumento, menor sera a abrangéncia da area observada na lamina, por
exemplo:

Aumento de 100X o campo observado é de 1.500 ym, aumento de 400X, o campo € de 375
pm e no aumento de 1000X o campo é de 150 ym. Por isso, antes de iniciar a analise da
lamina é necessario centrar o material no campo de observagao.

A espessura dos cortes, por mais fina que seja, abrange mais do que a regiao que esta a ser
observada no plano focal. A distancia entre as regides imediatamente acima e abaixo do plano
focal, que permanecem simultaneamente em foco, é chamada de profundidade de campo.

A profundidade de campo €, entdo, uma caracteristica do microscépio éptico que se refere ao
facto de nao ser possivel focar dois planos diferentes, simultaneamente. Logo, ao focarmos um
plano desfocamos o outro e vice-versa. Assim, considerando que o material bioldgico é
tridimensional, quando observamos uma preparagao temos de ter em atengdo que podemos
estar a focar um plano no qual estejam poucos ou nenhum microrganitos/estruturas.

Para observar essas diferentes regides basta mexer no micrométrico, abaixando ou subindo a
mesa.

12.3 Diametro de campo.

Confrontar o diametro real da superficie observada em 6.10 e 6.12 com o poder ampliador das
objectivas utilizadas.

A area observada varia na razdo inversa da ampliagdo que se utiliza. Por isso, ao ampliar uma
imagem reduz-se a area observada. Ou seja, existe uma relacao de variacdo inversa entre a

ampliacao utilizada e o didametro do campo microscopico, que é a seguinte:

ar/a;=d,/d,

Em que:
a; —ampliacdo da objectiva 1
a, - ampliacao da objectiva 2
d; — didmetro do campo observado com a objectiva a;
d, - didmetro do campo observado com a objectiva a,



Consideracoes gerais:

e A montagem de grandes fragmentos para observar ao microscépio é desnecessaria, pois
materiais de dimensbes superiores & area do campo microscopico ndo sdo por ele
abrangidos.

e Deve-se iniciar a observagcdo com a objectiva de menor ampliagdo: a area observada é
maior 0 que permite captar uma imagem geral do que se quer observar. Depois centra-se a
zona que querer ampliar e troca-se de objectiva.

e Conhecer as medidas do didmetro e da area observada no m.o.c. permitira calcular um valor
aproximado do tamanho dos microorganitos observados.

b. Juizos de valor: concluir acerca da utilidade do procedimento utilizado.

13 Comentar os resultados obtidos.

O que determina a riqueza dos detalhes da imagem fornecida por um sistema de imagens é o
seu poder de resolucdo e ndo o seu poder de ampliar o tamanho dos objectos. A capacidade
de aumentar s6 tem valor pratico se for acompanhado de um aumento do poder de resolugao.
Este limite de resolugdo depende essencialmente da objectiva, ja que as oculares nao podem
acrescentar detalhes a imagem, pois a sua fungdo é aumentar de tamanho dessa imagem, que
€ projectada no seu plano de focagem pela objectiva.

14 Discutir com os outros grupos e o professor as conclusdes obtidas nos pontos anteriores.
Corrigir, se necessario.

15 Preparar uma apresentacao oral para expor ao plenario turma sobre o inferido.

16 Avaliar a actividade experimental proposta e reflectir sucintamente sobre o grau de
consecucao dos objectivos, principais dificuldades encontradas e sugestdes para as
ultrapassar.

Apesar da maioria das células escapar a nossa capacidade visual, existem
células de dimensées avantajadas.

17 Proceder a uma pesquisa online de imagens de: évulos humanos; hem@cias e bactérias
com vista a classificacao dessas células com base no seu tamanho.



Bibliog rafia (facultativo no guidao do aluno)
http://www.prof2000.pt/users/biologia/poder_resolvente.htm

Ficha técnica da uma Beleza Feérica

Fotografias da autoria de Janice Carr, cedidas por William L. Nicholson, Cal Welbourn, e Gary
R. Mullen ao Centers for Disease Control and Prevention (CDC), obtidas através da Public
Health Image Library (PHIL).
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