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Apresentacgéo

Chegar ao final da 12 edicdao desta obra é ter a sensacao
gue sefaznecessdriaaelaboracdoda 22 edicdo...

Apenas o presente prefacio foi redigido dentro do periodo
da pandemia do COVID-19 e ndo sabemos o que ainda estd
por vir em termos de mudancas na sociedade em fungao
desta pandemia.

N3ao obstante, a presente obra procurou abarcar os
principios basicos da Microbiologia, a partir de
metodologias analiticas classicas. Sabe-se, contudo, que a
Microbiologia estd cada dia mais pautada em avancos para
fins analiticos no eixo da Microbiologia Molecular, mas sao
atividades mais restritas aos grandes centros de pesquisa.

ROTEIROS DE PRATICAS

Esperamos que a presente obra venha a contemplar
estudantes e professores que abordam a tematica
Microbiologia nos niveis de Ensino Fundamental e
Médio/Técnico, de forma a instiga-los a se enveredar pelo
mundo microbiano e suas aplicacdes no cotidiano...
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Parte-se do principio que “ensinar exige
a corporeificagdo das palavras pelo
exemplo”.

“Ensinar nao é transferir conhecimento,
mas criar as possibilidades para a sua
propria produgao ou a sua construgao”.

“Nao ha ensino sem pesquisa e pesquisa
sem ensino”.

Paulo Freire (1921 - 1997)
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{

gue os olhos ndo veem o coracdo ndo sente” é um ditado popular que pode ser
aludido ao ensino da Microbiologia e que ainda soa antaglOnico se
contextualizado com um dos maiores educadores do mundo, Paulo Freire, que
defendiaa maximade “educarcom o coragao”.

Assim, educar com o coragao se é impossivel visualizar “a olho nu” o mundo microbiano e
acrescido das inumeras limitagdes nas mais diversas instituicdes de ensino do pais, as quais
estdo sob as mais diferentes realidades estruturais, torna-se um desafio a ser superado.

No ambito geral, os dados sobre o rendimento dos estudantes brasileiros ndo sao satisfatdrios
em todos os niveis, em especial, no ensino médio, os quais sdo publicados pelos mais diversos
drgdos nacionais e internacionais. Problemas estruturais como baixa qualidade das salas de aula
(por vezes até a auséncia de espaco fisico com as minimas condicdes climaticas e sanitarias),
salarios desestimulantes, estudantes desinteressados, problemas sociais e familiares
assumidos pela escola, professores sem a formagdo adequada (quase 20% dos docentes
brasileiros ndo tém Ensino Superior), e tantos outros configuram alguns os percalcos
educacionais do pais.

Problemas estes isolados ou associados podem comprometer o itinerario formativo do estudante,
pois nem sempre é possivel cumprir o ementario estabelecido no PPC (Projeto Pedagdgico de
Curso). O ementario por vezes ndo é cumprido na sua integralidade pelos motivos ja elencados,
mas a depender das especificidades pode estar relacionado aos desafios do processo de ensino-
aprendizagem de cada disciplina, como é o caso da Microbiologia.

No rol dos problemas relacionados ao ensino da Microbiologia nos mais diversos niveis de
ensino, a auséncia de aulas e/ou atividades praticas dos contetdos previstos no ementdrio é um
problema significativo, principalmente nas aulas de Ciéncias e Biologia, as quais normalmente
abarcam este conteudo especifico de forma maisintensa.

10
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No tocante as escolas Técnicas Federais, as quais se apresentam como vocac¢ao a formacao
técnica profissional, o quadro geral é mais satisfatdrio. A partir da analise da nota do Enem
(Exame Nacional do Ensino Médio), os resultados se equiparam aos melhores paises do
mundo, mas ainda assim muitos percal¢os sdao enfrentados, sobretudo, apds a ampla
expansado ocorrida a partir da década passada, onde os campi passaram de aproximadamente
140 para 644 em 2016.

Muitas vezes os cursos profissionalizantes ndo apresentam a devida estrutura, inclusive nos cursos
que adotam o contetido de Microbiologia como um dos componentes da matriz curricular.

No Centro Federal de Formacdo Tecnoldgica (CEFET MG), campus Timdteo, a disciplina de
“Microbiologia Industrial” e a disciplina de “Laboratdrio de Microbiologia Industrial” fazem
parte da matriz curricular do Curso Técnico Integrado em Quimica como componente
curricular do 1° Ano, ap6s alteracdo no PPC (Projeto Pedagdgico de Curso). Nos anos de 2017
e 2018 ainda foi ofertada para o 3° Ano. O ementario foi elaborado por profissionais
devidamente capacitados e engloba um considerdvel espectro de atuagao da Microbiologia,
todavia, a estrutura laboratorial ndo contempla o desejado para o nivel de qualificacado
profissional almejado, o que requer grandes desafios para cumprir o ementdrio, sendo
necessdario adotar materiais alternativos para aulas praticas e até mesmo empréstimo em
outros campi. As visitas técnicas também contribuem para a formacdo dos estudantes,
obrigatoriamente.

No CEFET — campus Timéteo, a instituicdo desenvolve atividades no municipio ha 19 anos e
passou a ter sede prépria e ampliada a partir de 2012. O contingente de 600 estudantes estd
distribuido em 3 cursos de Ensino Técnico Integrado e Subsequente (Edificacdes, Sistemas de
Informacdo, Quimica e Metalurgia), além de 2 cursos superiores (Sistemas de Informacdo e
Engenharia Metallrgica). Ha ainda cursos na modalidade EaD (Meio Ambiente e Eletrdnica).

O PPC do curso Técnico de Quimica Integrado apresenta duas disciplinas da area da microbiologia,
ambas no 1° Ano e com até 40 estudantes matriculados. A disciplina “Microbiologia Industrial”
apresenta carga horaria de duas (02) aulas tedricas por semana e sem divisdo da turma. O
ementario desta disciplina consta no anexo 1. Ja a disciplina “Laboratério de Microbiologia
Industrial” tem carga horaria de duas (02) aulas semanais e os estudantes sao divididos em duas
turmas (Turma 1 eTurma 2). O ementdrio consta no anexo 2.

Posto isto, o presente e-book apresentard os desafios e solucdes a serem adotadas para o
cumprimento do ementario da Disciplina do “Laboratério de Microbiologia Industrial” em um
campus de uma Escola Técnica Federal.

11



Capitulo2
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a abundante literatura publicada quanto ao pifio rendimento da educacdo
brasileira quando medida por organizagGes internacionais, como o Pisa (Programa
Internacional de Avaliacdo de Estudantes), que é coordenado pela Organizagao
para Cooperacdo e Desenvolvimento Econ6mico (OCDE).

2.1 AEducagao Brasileira

Na classificacdo sobre “Desempenho dos Brasileiros em Ciéncias”, o Brasil ocupa a
antepenultima classificagdo quando comparado aos paises membros da OCDE, com forte
desigualdade entre as redes de ensino (PISA, 2015). A pontuacdo da Rede Municipal, Estadual,
Particular e Federal foi, respectivamente, 329, 394, 487 e 517 pontos, sendo que as Redes
Particular e Federal ndo se diferenciaram estatisticamente. Ha forte diferenca também entre os
estudantes dos Estados da federacdo, conforme o mesmo documento.

Por outro lado, os indices oficiais apontam aumento do nimero de criangas matriculadas. Na faixa
etdriade4a5anos, oindice é de 90,5% criancas matriculadas, ante 61% em 2001. No ensino médio
(faixa etdria de 15 a 17 anos) o resultado é bem inferior quanto ao nimero de matriculas, com
apenas 67% atualmente, com leve evolucdo em relagdo a 2012, onde havia 61%. Concluintes do
Ensino Médio aos 19 anos passou de 51,7% em 2012 para 59,3% em 2017. Em ndmeros absolutos
sdo quase 3 milhdes em idade escolar e que ndo estdo matriculados. Questdes sociais de
vulnerabilidade, como renda, acesso ao saneamento basico, violéncia e outros mais ainda
impedem o pais de atingir niUmeros superiores estabelecidos pelo PNE (Plano Nacional de
Educacdo). Todos os dados estdo disponiveis em érgdos governamentais ou da sociedade civil
sobre o PNE, como o anudrio da Educacdo (TODOS PELA EDUCACAO, 2018; PNE, 2018).

12
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Em relacdo ao analfabetismo, o Brasil saiu da faixa de 65% de analfabetos em 1900 para 13,6%
em 2000; e mais recente, em 2012, alcancou 8,7% na faixa etdria da populacdo de 15-17 anos. A
titulo de comparac3do do espaco ainda a seralcancado, paises como Noruega, Australia, Austria e
Espanha apresentam taxa de 0,0%, conforme dados da Pnud (Programa das Nag&es Unidas para
o Desenvolvimento) e citado pelo Mapa do Analfabetismo do INEP (INEP, 2004; IBGE, 2018).

Todos os estudos apontam para o drastico resultado alcancado no Ensino Médio, e tais nimeros
sao reforcados por diversos trabalhos os quais fazem criticas a este nivel de Ensino.

Na ética da legislacdo, a educacdo Brasileira esta sob a égide da Lei n.® 9394/1996, conhecida por LDB
(Lei de Diretrizes e Bases da Educacao), a qual “estabelece as diretrizes e bases da educagdo nacional”,
perfazendo os niveis de ensino em dois grandes grupos. O primeiro nivel formado pela Educacdo
Basica, compreendida pela educacdo infantil, ensino fundamental (I e Il) e ensino médio; e o segundo
nivel, que éa educacdo superior e agrupaagraduacdo e pés-graduacdo (BRASIL, 1996).

A Lei passou por diversas mudancas ao longo dos anos, culminando mais recentemente pela
Reforma do Ensino Médio (BRASIL, 2017; MEC, 2018a). O denominado “novo Ensino Médio”
promove alteracdes como a redugdo da carga horaria das disciplinas do nicleo comum de 2400h
para 1800h; itinerdrios formativos em 4 eixos e em funcdo do interesse e/ou habilidade do
estudante; e incentivoaadogdo de escolas em tempo integral.

Corrobora no sentido de medidas que visaram a alteracdo na legislacdo educacional, sobretudo
no Ensino Médio, diversos trabalhos académicos dos mais variados segmentos, que nao
poupam criticas ao modelo histdrico até entdo existente. Fundamentam-se nos resultados ruins
mensurados pelos érgaos de controle e ja apresentados, além de outros desafios a serem
suplantados (ZIBAS, 1992; ZIBAS, 2005; KRAWCZYK, 2011; COSTA, 2013).

2.2 O quantitativo de estudantes do Ensino Médio no Brasil

Conforme os dados do censo do Instituto Nacional de Estudos e Pesquisas Educacionais Anisio
Teixeira (INEP, 2018), dos 48 milhdes de matriculas em 2017, 7,9 milhdes sdo referentes ao
Ensino Médio. A matricula no ensino médio esta dividida em 84,8% na Rede Estadual, 12,2% na
Rede Privada, 0,6% na Rede Municipal e 2,4% na Rede Federal. Apenas 554.000 estudantes
cursam o Ensino Médio integrado a Educacdo Profissionalizante. A Educacdo Basica conta com
2.192.224 docentes em 184.000 estabelecimentos de Ensino, sendo que 28.558 destes contam
com a oferta do Ensino Médio. O Laboratério de Ciéncias, que no caso é o propenso a
desenvolver atividades praticas de microbiologia, esta presente em 45% deles. Os dados sao
parazonaurbanaerural detodo o Brasil.

Vale destacar que a Rede Federal é composta por: Institutos Federais de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia; Centros Federais de Educacdao Tecnoldgica; Escolas Técnicas Vinculadas as
Universidades Federais; Universidade Tecnoldgica Federal do Parand e; Colégio Pedro ll.

13



Microbiologia: _ o .
Roteiros de praticas, desafios e possibilidades para o cumprimento do @ ‘
ementdrio em uma Escola Técnica Federal ==

Especificamente sobre a Rede Federal e no tocante as informacdes amplamente divulgadas
pela midia em geral, hd uma série de interesses e contradicdes nas informacdes, o que por
vezes, culmina em dificuldade de levantamento de alguns dados. Esta omissdo ja foi
amplamente divulgada pela midia. Em contrapartida, os estudantes da Rede Federal logram
resultados em destaque no cendrio nacional e internacional nos mais diversos exames, como
no Enem (Exame Nacional do Ensino Médio) e Pisa (Programa Internacional de Avaliacdo de
Estudantes), com resultados compativeis aos estudantes de paises de primeiro mundo (IFMG,
2016; O GLOBO, 2016).

Todavia, em 2018 foi criada a Plataforma Nilo Pecanha (PNP), a qual abarca dados exclusivos da
Rede Federal de Ensino e que possibilitou a andlise mais aprofundada da Rede Federal de
Formacdo Profissional. Inclusive os dados informados por esta plataforma diferem do INEP
quando comparados em um mesmo periodo. A titulo de exemplo, o nimero de matriculas é de
1.031.798 (PNP,2018).

2.3 0PPCeoementario

Como mecanismo operacional para canalizar todas as legislacOes e diretrizes a serem cumpridas
para se obter éxito em um determinado curso, tem-se instituido em todos os cursos o Projeto
Pedagodgico de Curso (PPC).

Sua estrutura basica consiste em registrar os objetivos do curso, o perfil do egresso, a matriz
curricular, o ementario, carga horaria, normas para estagio e/ou TCC, diagnosticar a
infraestrutura fisica e humana, dentre outros tépicos. Conforme Raposo e Maciel (2005) é
fundamental a interacdo professor-professor para que se tenha um PPC bem consolidado e
condizente aos objetivos do curso. Jd para Veiga (2003) a discussdo sobre a elaboracdo do PPCno
sentido de atribuir o éxito ou o erro do curso é de toda a comunidade académica, a qual devera
sera protagonista da construcdo do projeto, e recomenda ainda romper com a visao meramente
burocrdtica, vindo a ter uma visdao emancipatéria e democratica com agregac¢do da inovagao
paraconstrucaodo PPC.

Assim, o ementario de uma dada disciplina, como um dos itens fundamentais a serem previstos
no PPC, deve contemplar o objeto alvo da formacdo desejada para os estudantes, onde se faz a
apresentacao clara e objetiva do que se vai estudar, bem como ainda articular a contribuigao
destacoma drea de conhecimento do curso.

14



Microbiologia: _ o .
Roteiros de praticas, desafios e possibilidades para o cumprimento do @ ‘
ementdrio em uma Escola Técnica Federal ==

2.4 O Ensino Profissionalizante no Brasil e a convergéncia do curso técnico
de quimica com a microbiologia

Houve nos meados da virada do século duas regulamentacdes que foram decisivas na
estagnacdo e na expansdo das escolas técnicas federais. O decreto n°. 2.208/97 coibia a
integracdo do ensino médio com a formacdo técnica, ao passo que por forca de outro decreto,
no caso, 0n.°5.154/04, houve a liberagdo desta fusdo formativa (BRASIL, 1997; BRASIL, 2004).

A Rede Federal Técnica saiu da inércia no tocante ao nimero de campi somente a partir do inicio
do atual século, quando as 140 escolas técnicas federais construidas entre 1909 a 2002 entraram
nafase de expansao, atingindo 644 campi em todo o pais entre 200322018 (MEC, 2018b).

Assim, a proposta dos IFs (Institutos Federais de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia) no ano de 2008,
em especial, perpassa pelo trabalho como “atividade criativa fundamental da vida humanaeem
sua forma histdrica, como forma de producdo. Essa compreensdo é valida para qualquer
atividade de Ensino, Extensado ou Pesquisa” (PACHECO, 2010).

A titulo de comparac3o, o modelo de educacdo da Finlandia, referéncia mundial em qualidade
educacional, tem forte atuacdo no Ensino Médio com as unidades da Vocational Upper
Secondary School, equivalente ao Ensino Técnico Integrado adotado pelo modelo brasileiro, o
qual atinge a 41,5% dos jovens matriculados nessa faixa etdria, gracas ao vultoso investimento
ao longo do tempo (ARAUJO e SILVA, 2017). A se adotar este modelo como norteador de
politicas educacionais no Brasil, percebe-se que ha grande necessidade de investimentos, haja
vista a baixa fragdo da populagdao que tem acesso a este modelo (menos de 10%).

Todavia, construir um curso Técnico que seja realmente “integrado” é uma tarefa drdua e que
envolve muito mais do que a livre catedra. Conforme Machado (2009), a construcdo do curriculo
integrado “exige uma mudanca de postura pedagodgica; do modo de agir ndo sé dos professores
como também dos alunos, e uma ruptura com um modelo cultural que hierarquiza os
conhecimentos”. Araujo e Frigotto (2015) destacam que a “articulacdo entre trabalho e ensino
deve servir para formar homens onilaterais, ou seja, promover e desenvolver amplas
capacidades humanas, intelectuais e praticas.” Esta compreensdo é uma visdo Marxista, no
sentido do homem se superar e buscar minimizar as desigualdades pela educagao.

Logo, para nortear a construgao daintegracdo, foram publicadas as Diretrizes Curriculares parao
Ensino Médio, estabelecidas pela Secretaria de Educa¢ao Basica do MEC, com destaque para os
objetivos, a carga horaria, o estagio e outras orientacdes norteadoras (MEC, 2012).

Mesmo com todos os esforcos, a formacdo integrada ainda oferta poucas vagas mediante a
demanda, conforme os dados ja mencionados no presente trabalho.

No que se refere ao quantitativo de cursos técnicos disponiveis, na Rede Federal sdo ofertados
227 cursos Técnicos nas mais diferentes areas do conhecimento. Especificamente quanto ao
curso Técnico Integrado de Quimica, é ofertado por 65 campi, totalizando mais de 11.500
matriculas, com 3,3% destes matriculados no CEFET — Centro Federal de Formagdo Tecnoldgica
(PNP, 2018). Todavia, a Microbiologia nao é exclusividade do curso supracitado, haja vista que o
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“Laboratdrio de Microbiologia” estd presente como exigéncia minima em outros 16 cursos
(Técnico em Farmacia, Técnico em Biotecnologia, Técnico em Analises Clinicas e outros), além da
possibilidade de perpassar por diversos outros cursos técnicos (Agroecologia, Cozinha e outros),
pois estes requerem Laboratério de Biologia, Biologia Aquatica, Alimentos e outros com a
interface microbioldgica (MEC, 2014).

Em pesquisa aleatdria no site de pesquisa Google, buscou-se o PPC (Projeto Pedagdgico de
Curso) de 5 instituicGes da Rede Federal nas 5 diferentes regides do pais, sendo que para todos
estes pesquisados e que ofertam o curso de Quimica, a disciplina de Microbiologia consta como
componente da matriz curricular de todos, com aula pratica ou ndo inserida na matriz, e com o
numero de duas (02) a quatro (04) aulas (IFSP, 2015; IFPE, 2014; IFG, 2015; IFAM, 2015; IFSC,
2018). Posto isto, é notdria a importancia do conteudo da Microbiologia para a formacao do
Técnico em Quimica.

Corrobora nesta convergéncia o exposto pelo Catalogo Nacional de Cursos Técnicos (MEC, 2014),
o qual menciona que o técnico em quimica devera desenvolver a habilidade de trabalhar com
amostragens microbiolégicas e em laboratérios afins, como aqueles relacionados a
microbiologia dos alimentos em industrias e até mesmo no laboratério de tratamento de
efluentes. O referido documento ainda menciona a necessidade da instituicdo adotar dentro da
infraestrutura minima para oferta do curso o Laboratdrio de Microbiologia. Reboucas et al.
(2005) reforca a necessidade de vincular a Quimica com outras areas do conhecimento, entre
elas a Biologia, que obviamente ancora a Microbiologia, pois ha caréncia de profissional com
formacdo técnica conectada as demandas da sociedade e das empresas.

Nesta toada da abordagem “pratica e integrada”, a Lei de Diretrizes e Bases da Educacdo Nacional
menciona que os cursos devem primar por superar a organiza¢do curricular por disciplinas
estanques e promover a interdisciplinaridade, sendo que a “educacgdo profissional sera
desenvolvida em articulagdo com o ensino regular ou por diferentes estratégias de educagao
continuada, eminstituicdes especializadas ou no ambiente de trabalho” (BRASIL, 1996).

Com a consolidacdo da Rede Federal a partir da criacdo dos Institutos Federais, potencializa-se a
o cumprimento do objetivo anteposto referente a atuacdo no ambiente de trabalho, haja vista
os IF's terem como premissa a atua¢do no tocante a estimular o desenvolvimento da economia
local e regional com a atuacdo datriade ensino, pesquisa e extensdo (BRASIL, 2008).

Ademais, embora tratar-se de norma legislativa recente e pouco estudada, cabe ressaltar que a
Microbiologia, como uma das areas da Biologia, ndo recebeu amplo destaque no BNCC (Base
Nacional Curricular Comum) (BRASIL, 2018), embora ela tenha se mostrado cada vez mais
relacionada com questdes de saude, alimentos, meio ambiente, entre outras.

Os dados do Censo Escolar ratificam a tratativa secundaria a qual a Microbiologia estd inserida.
De acordo com o Censo Escolar 2018, o item “Laboratério de Ciéncias” esta presente em apenas
44,1% das escolas do Ensino Médio, sendo que a distribuicdo é muito oscilante entre as
dependéncias administrativas. No caso, esta presente em 83,4% das escolas Federais, 37,5% das
escolas Estaduais, 28,8% das escolas Municipais e 57,2% das escolas Privadas (INEP, 2019a).
Apesar dos dados computados serem notadamente reconhecidos como norteador de politicas
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publicas, cabe ressaltar que pode ocorrer certa subjetividade no preenchimento do Censo
Escolar por parte dos estabelecimentos de ensino, em especial, quanto o aspecto qualitativo do
que ha de forma estruturada no laboratdrio de ciéncias. Neste sentido, Soares Neto et al. (2013)
criaram um indicador para realizar a andlise comparativa de infraestrutura das escolas
brasileiras a partir dos dados do Censo Escolar de 2011. Os autores propuseram 4 categorias:
Elementar, Basica, Adequada e Avangada. Apenas 0,6% das escolas Brasileiras se enquadram no
padrdo “avancado”, sendo que 52% das escolas Federais atendem a este critério. Acrescenta-se
gue a base de dados do INEP leva em consideracao até mesmo questdes como esgotamento
sanitario, energia elétrica e outros no computo dos dados estruturais de uma escola.

2.5 O Ensino da Microbiologia nos diferentes niveis de Ensino

A Microbiologia é uma ciéncia derivada da Biologia, que tem por fundamento o estudo dos principais
grupos microbianos (fungos, bactérias, protozoarios, virus, algas, dentre outros), e que despertam
interesse em funcdo do seu nicho ecoldgico contribuir de alguma forma com a sociedade e a natureza
(SILVA e SOUZA, 2013). As primeiras contribuicdes de impacto datam do século VXIIl, com a
descoberta da variola e ao longo deste interim houve grandes avancos, e no século atual o avanco da
microbiologia chegou até a Industria 4.0, pois € uma das vertentes desta revolugdo a partir da
aplicacdo da Biologia Sintética, a qual é conceituada como o uso da engenharia genética para “criar
novos sistemas bioldgicos a partir de partes bioldgicas, normalmente a partir da jungdao de organismos
diferentes, conhecidos por 'tijolos bioldgicos” (MADIGAN et al., 2016).

Do ponto de vista ainda conceitual, a Microbiologia é a ciéncia que estuda as “formas de vida
diminutas individualmente muito pequenas para serem vistas a olho nu, os quais estdo inclusos
as bactérias, fungos (leveduras e fungos filamentosos), protozodrios e algas microscépicas, além
devirus” (TORTORA et al.,2012).

Estratégias das mais diversas para o Ensino da Microbiologia sdo utilizadas em todos os niveis de
Ensino, dado o desafio cotidiano relatado por diversos autores. A titulo de exemplo, na Educacdo
Basica, Barbosa e Oliveira (2015) trabalharam com estudantes do Ensino Fundamental e relatam
o uso de ferramentas alternativas como desenvolvimento de video didatico, cultivo em placa
com gelatina e caldo de carne, e por fim a aplicagao de questiondrio diagndstico. No Ensino
Médio, Vilas Boas e Moreira (2012) avaliaram os livros didaticos utilizados por 334 estudantes, e
concluiram que ndo ha abordagem adequada sobre a importancia da microbiologia agricola e
ambiental, o que possibilita uma ampla oportunidade para interveng¢des diversas, como
palestras, workshops e aulas praticas. No Ensino Superior, Coswosk e Giusta (2015) relatam éxito
na abordagem de um curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, onde os 46 participantes
perceberam a viabilidade da aplicacdo da ferramenta utilizada pelos autores nas suas
respectivas aulas. Ha ainda iniciativas como o projeto proposto por Guimaraes et al. (2016),
onde desenvolveram aulas praticas, semindrios e oficinas com estudantes de todos os niveis de
ensino e com foco na microbiologia do cotidiano universitario e dainiciacdo cientifica.
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Faz-se pertinente mencionar que os desafios para o ensino da Microbiologia ndo sdo exclusivos
da educacao brasileira e sdo enfrentados ao longo do tempo também em outros paises. Outras
instituicbes e sistemas de ensino, como na Inglaterra, demonstram a falta de atividades
experimentais nos laboratdrios de Ciéncias. Os autores extrairam os dados do Ministério da
Educacdo do supracitado pais (GARDINER e FARRAGHER, 1999). A baixa atratividade pelo
conteldo da Microbiologia e o papel marginal desta no ambito dos curriculos académicos foram
retratados por Caine et al. (2015), os quais vieram a desenvolver uma plataforma digital com a
finalidade de expandir e tornar atrativo o ensino de Microbiologia. A mesma interatividade
digital foi desenvolvida por Crippen et al. (2013) nos EUA, onde 35 professores de 15 Estados
utilizaram a plataforma para ensino de Ciéncias, inclusive uso de microscopios.

A interlocucdo entre a abordagem tedrica e pratica é discutida por alguns autores. Smaniotto
(2015) obteve como resultado do seu trabalho sobre a prética profissional do curso técnico de
guimica do Instituto Federal Farroupilha que os temas sdo estudados, por vezes, de forma
“superficial e sem contemplar a esperada dimensdo dialdgica entre formas diversificadas de
conhecimento e agdo”, mesmo que previstas no PPC (Projeto Pedagdgico do Curso).

Nesta toada da abordagem “pratica e integrada”, a Lei de Diretrizes e Bases da Educacdo Nacional
menciona que 0s cursos devem primar por superar a organizagao curricular por disciplinas
estanques e promover a interdisciplinaridade, sendo que a “educacdo profissional serd
desenvolvida em articulagdo com o ensino regular ou por diferentes estratégias de educagao
continuada, eminstituicdes especializadas ou no ambiente de trabalho” (BRASIL, 1996).

Com a consolidag¢ao da Rede Federal a partir da criagdo dos Institutos Federais, potencializa-se a
o cumprimento do objetivo anteposto referente a atuacao no ambiente de trabalho, haja vista
os IF's terem como premissa a atua¢ao no tocante a estimular o desenvolvimento da economia
local eregional com aatuacdo datriade ensino, pesquisa e extensdo (BRASIL, 2008).

2.6 Praticas alternativas para Microbiologia

O contexto educacional no atual século, sobretudo, com o advento da Internet e da alta
velocidade do fluxo das informagdes suscitam uma série de novos estudos sobre uma nova
abordagemem saladeaula.

O uso das redes sociais, a capacitagao dos profissionais, a aprendizagem maével, a metodologia
ativa, o uso de aplicativos, entre outras, compdem o rol de mudancgas no cenario escolar (SANDE
e SANDE, 2018; CAMARGO e DAROS, 2018; BERGMANN e SAMS, 2018).

Apesar de todas as mudancgas que naturalmente tendem a permear o ambiente escolar, aampla
mencdo encontrada na literatura sobre praticas alternativas para a Microbiologia conjectura
intrinsecamente que hd percalcos a serem superados para cumprimento da proposta
estabelecidavia PPC, sobretudo, nas escolas publicas.

Métodos diversos sdo utilizados pelos docentes para promover a explicagdao de fendbmenos a
partir do uso de materiais alternativos e/ou formas de apreender a atencdo dos estudantes para
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a Microbiologia, haja vista haver uma lacuna entre o que é exposto durante a explicacdo de um
determinado conteldo e a sua visualizagdo/percepc¢do por parte de quem nunca vivenciou a
Microbiologia (POETINI, 2016, MEIRA et al., 2016).

Sande e Sande (2018) utilizaram o aplicativo de celular Kahoot para estimular e fixar o contetdo
mais essencial da disciplina de Microbiologia Industrial. Conforme os autores, a percepc¢do dos
estudantes é positiva por criar um ambiente de “competicdo como estimulo para o
aprendizado”, com maior fixacdo do conteudo.

Barbosa e Barbosa (2010) elencam em seu trabalho a utilizacdo de materiais alternativos para
aulas praticas de microbiologia, como panela de pressdo em substituicdo a autoclave para
esterilizacdo por calor Umido, caixa de papeldo acoplada a umalampada com termostatoa 37°C
parasimular uma estufa e corante de roupas para técnica de Gram.

Na falta de estrutura fisica adequada, o suporte oriundo de grandes centros académicos pode
ser uma boa alternativa de disseminacdo. Bbas et al. (2015) desenvolveram um projeto de
Microbiologia do solo na Universidade Federal de Lavras, o qual contemplou a realizacdo de
diversas atividades praticas com estudantes do ensino médio de escolas da rede publica e
privada do municipio. Os autores acrescentaram que os livros didaticos, em especial de Biologia,
ndao abordavam o viés da microbiologia do solo. Cooperagdao semelhante ocorreu na
Universidade do Estado da Bahia, sendo os estudantes do curso de graduagao responsaveis pela
conducdo de aulas praticas/experimentais com estudantes da rede publica Estadual. O projeto
contou com a utilizagao de meios de cultura e visualizagdo ao microscopio, e tinha por objetivo
também suprir a caréncia desta tematica narede Estadual de ensino (ROMEIRO et al., 2016).Ja a
Universidade Estadual de Londrina (UEL) e o Instituto Federal do Parana (IFPR) desenvolveram
um projeto de extensdo voltado para o ensino médio e técnico, e para tal foram realizadas
diversas atividades praticas. O questionario aplicado anteriormente a atividade e apds a
realizacdo desta demonstrou a evolucdo da compreensdo do conteddo, o que ratifica a
importancia das aulas praticas para compreensdao e capacitacdo técnica dos estudantes
(KIMURAetal., 2013).

Em que pesem todos os esforcos e alternativas empreendidas no sentido de contribuir com
aulas atrativas de Microbiologia, ndo diferentemente importante tem-se o papel do docente
responsavel pela disciplina. O docente tem o papel peculiar de vislumbrar os cenarios possiveis
paraagregar valor a sua aula e assim mediar os esforcos em busca de op¢des metodoldgicas para
suprir eventual caréncia estrutural e/ou profissional. No contingente de artigos relacionados a
este assunto, ha uma infinidade de opcdes, desde as abordagens ja elencadas no presente
trabalho, como também outras, que adotaram Blog, Laboratério Virtual e até mesmo a
contextualizacdo da Microbiologia no Enem, que certamente tal incremento contribuiu de
alguma forma com a formacado dos estudantes por ele assistidos (LEAL e SEPEL, 2017; SILVA,
2015; SODRE NETO e MEDEIROS, 2018).

Destarte, como ja demonstrado, varios autores desenvolvem trabalhos na perspectiva de tornar
as aulas de Microbiologia mais atrativas ou com o foco na formacdo docente e formacgao
continuada. Moresco et al. (2017) realizaram experimentos envolvendo conhecimentos de
microbiologia para 15 docentes de Ciéncias, os quais foram contemplados com um kit com
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material necessdrio para realizacdo de experimentos nas escolas e com a cartilha de orientacao.
A partir dos dados coletados pelos autores, percebeu-se que a “maioria dos docentes ndo realiza
aulas experimentais de microbiologia devido a falta de material, conhecimento e tempo para
preparo e execug¢ao”. Boas et al. (2018) constatou em seu trabalho de levantamento de dados
sobre a atuagao docente na disciplina de Microbiologia, que estes ndo foram qualificados para o
uso de recursos audiovisuais, e embora os estudantes entendam que esta ferramenta possa
facilitar o aprendizado, preferem aulas expostas em data show.

Por fim, é pertinente mencionar que para a existéncia desta perspicacia educativa por parte do
Educador, a formacgdo continuada e/ou a formagdo com vistas a realidade da docéncia em
Microbiologia é um dos desafios existentes, pois raramente sdo encontrados esforgos
governamentais que incentivem esta politica, ainda mais em d4rea tdo especifica, como a
microbiologia. Porém, como citado por Moresco et al. (2017), a formacdo continuada é
fundamental para suprir a lacuna didatica e os “obstdculos inerentes ao préprio processo de
construcdo dessa disciplina”.
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s objetivos deste trabalho visam levantar dados gerais sobre a Educacdo, o Ensino
Profissionalizante e o Ensino da Disciplina de Microbiologia.

3.1 0bjetivo Geral

Apresentar os desafios e solucdes a serem adotadas para o cumprimento do ementdrio da
Disciplina do “Laboratério de Microbiologia Industrial” em um campus de uma Escola Técnica
Federal.

3.2 Objetivos Especificos

a) Elaborar roteiros de aulas praticas da disciplina “Laboratdrio de Microbiologia Industrial”
conforme ementario estabelecido no PPC do curso Técnico de Quimica, no CEFET campus
Timoteo;

b) Estimar o custo para aimplantacdo do laboratdrio de Microbiologia conforme ementario.
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disciplina do “Laboratdrio de Microbiologia Industrial” é o objeto alvo desta
proposta, que é a elaboragdo dos roteiros de aulas praticas para todos os itens do
ementario.

Os roteiros serdo divididos em dois formatos: a) formato para o professor, o qual contemplara a
explicacdo detalhada do roteiro, exercicios com respostas e atividades complementares
propostas; b) formato para o estudante, o qual constara o roteiro da atividade, sem respostas e
explicacOes contidas no roteiro do professor (cabera ao professor editar os roteiros e excluir as
respostas, se for o caso). Complementarmente, serdo discutidos os desafios e possibilidades
para o cumprimento do ementario estabelecido no PPC, que foi revisado pelo corpo académico
do CEFETMG campus Timoteo, em 2016. Serd utilizada a pesquisa bibliografica para realizar esta
proposta nas bases de dados Google Académico, Peridédicos Capes e outros materiais
disponibilizados pelas Universidades, de forma a serem adequados ao Ensino Médio Técnico.

J4 para mensuracdo dos custos para a devida estruturacdao de um laboratério de nivel técnico
para Microbiologia, dar-se-a a partir do levantamento de precos no mercado e a partir dos
materiais e equipamentos mencionados nos roteiros de aula pratica, bem como a partir do
diagndstico da estrutura ja existente no campus.

Sob a ética dos riscos microbiolégicos e medidas de seguranca no ambito das atividades
experimentais de Ensino, as principais sinaliza¢cdes de riscos aos usudrios estdo contempladas
no roteiro (Apéndice 2), fundamentados pela Comissdao de Biosseguranca do Ministério da
Saude e instituida pela Portarian®. 2349/2017 (BRASIL, 2017). Tal analise possibilitou a proposta
de um novo layout para o laboratdrio (Apéndice 4).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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disciplina de Microbiologia no CEFET campus Timéteo é contemplada com 2 aulas
tedricas e 2 aulas praticas semanais, denominadas “Microbiologia Industrial” e
“Laboratdrio de Microbiologia Industrial”, respectivamente.

5.1 Diagnédstico da estrutura do Laboratorio de Microbiologia

O campus dispde de 4 laboratérios (A, B, C, D) com dimensdes de 6 x 8m, com bancada central,
pias nas extremidades, armarios e ar condicionado (figura 1). O laboratdério “C” é utilizado para
as aulas de microbiologia, mas ndo é de uso exclusivo, haja vista ser utilizado por outras

disciplinas da area de Quimica. Percebe-se que do ponto de vista da estrutura fisica, as
instalacdes sdo de forma geral adequada.

Figura 1 — Laboratério utilizado para aulas de Microbiologia

Fonte: autor (2021)
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Jdemrelacdo aos equipamentos, vidrarias e reagentes ha séria limitacdo, sobretudo, quanto aos
microscopios. Ha 3 equipamentos destes, sendo que apenas um (01) encontra-se em condicdes
de uso. A estufa bacterioldgica estd danificada, bem como uma (01) das duas autoclaves
existentes. Ha 8 meios de cultura disponiveis, mas todos com data de vencimento superada por
até 4 anos. Tubos de ensaio e placas de Petrindo chegam a 10 unidades.

Os principais equipamentos e insumos existentes no laboratdrio estdo listados no apéndice 1,
mas embora ndo exista todos os equipamentos e/ou insumos desejados para o cumprimento de
algum roteiro de aula pratica, entende-se que é possivel fazé-lo de forma parcial ou adequa-lo
de alguma forma, cumprindo assim a proposta da compreensao do contetddo. Adicionalmente e
especificamente quanto a compra publica, esta deve ser realizada em conjunto entre campi ou
instituicdes, haja vista que em muitos casos ha a venda minima de determinados itens, que
podem ser excessivos para o uso de um unico laboratdrio, além de ser possivel reduzir o custo da
compra. A titulo de exemplo, Pipeta Pasteur sdo vendidas em sacos com 500 unidades.

Assim posto, embora com estrutura fisica favoravel ao desenvolvimento das aulas, ha sérias
limitacBes para que se atinja, na devida profundidade conceitual e demonstrativa, a proposta do
ementario. Como ja discutido, estas limitacdes ocorrem em toda a educacao brasileira, mas h3
possibilidades tangiveis para superar estes obstaculos, como aulas com metodologia e uso de
insumos alternativos, empréstimo de equipamentos e até mesmo meios para buscar recursos
financeiros para compra de equipamentos, principalmente via edital de pesquisa, apesar das
limitagcdes econdmicas atuais no Brasil.

5.2 Roteiros de aula pratica conforme ementario

A partir do diagndstico da estrutura fisica e laboratorial existente, e com o ementdrio da
disciplina do Laboratério de Microbiologia Industrial (anexo 2), procedeu-se a elaboracdo de
cada um dos roteiros de aulas praticas conforme o ementario. Assim, foi elaborado o roteiro
para o “professor”, o qual dispde de material explicativo, exercicios propostos com respostas e
atividades complementares. O formato padrdo de cada roteiro de aula é dividido em: titulo,
objetivos, método, duracdo das aulas, abordagem conceitual, exercicios e referéncias
bibliograficas. Figuras e/ou tabelas ilustram e elucidam o roteiro, conforme consta no apéndice
2.Ja oroteiro com formato para os “estudantes” é similar ao roteiro do formato do “professor”,
mas sem algumas explicagdes explicitas, de forma a nao induzir o estudante, bem como a
auséncia das respostas dos exercicios. O formato “estudante” consta no apéndice 3.

Foram elaborados 30 roteiros de aulas praticas, os quais juntamente com atividades de duas
visitas técnicas (Laticinios Funarbe da Universidade Federal de Vicosa e Laboratorio de
Microbiologia do curso de Biomedicina da Universidade Unica — campus Ipatinga) e uma
palestra com colaborador externo, no caso, bioquimico do hospital da cidade para demonstrara
rotina do laboratdrio e diagndstico microbioldgico, haja vista oimpedimento da visita in loco por
guestdes de segurancaimpostas pelos laboratdrios consultados.
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No tocante aos roteiros de aula pratica, estes cumpriram com o objetivo de cada conteudo
abordado, em menor ou maior grau de qualidade, em funcdo de todas as limitacdes ja
elencadas. Todavia, vale ressaltar que a formulacdo destes roteiros é de fundamental aplicacdo
para aulas nos anos letivos vindouros, os quais devem ser aperfeicoados a medida do possivel e,
ainda, podem ser utilizados por outros cursos técnicos com abordagem correlata. O roteiro de
aula é importante para cumprir o planejamento e oferecer um direcionamento ao conteldo
abordado, que conforme diversos autores compreende uma etapa essencial do éxito académico
(QUADROS e MORTIMER, 2016; MARINHO et al., 2015).

Sobre a realizagdo de palestras e visitas técnicas, em especial este uUltimo, diversos autores
destacam que se trata de realizagdo fundamental para a formacao profissional do Ensino Médio,
pois é o momento de contato direto com o trabalho que poderdo desenvolver no futuro. E
também um momento de divulgacdo da pesquisa e com conotacdo social, principalmente
guando ha visitas em laboratérios de pesquisa cientifica (HARRISON e LIMA, 2010; WATANABE e
KAWAMURA, 2015).

Assim, os conjuntos das atividades desenvolvidas, em especial, os roteiros de aula pratica,
perfizeram todo o ementario. Abaixo sdo apresentadas as figuras 2 a 9, as quais contemplam
alguma das atividades praticas que foram realizadas conforme o roteiro e as visitas técnicas.

Figura 2 — Atividade de extra¢do do DNA da cebola

Fonte: autor (2018)

Figura 3 — Efeito osmético em sangue bovino

Fonte: autor (2018)
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Figura 4 — Preparacdo do iogurte de Kefir

Fonte: autor (2018)

Figura 5 — Cultivo de amostra de compostagem de residuo doméstico em
placa de Petri com Meio de cultura Agar-Agar

Fonte: autor (2018)

Figura 6 — Oxidagdao enzimatica de alimentos

Fonte: autor (2018)
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Figura 7 — Preparacdo de queijo com uso do Coalho

/
7 =

Fonte: autor (2018)

Figura 8 — Visita na Fabrica de Laticinios Funarbe - UFV
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Fonte: autor (2018)

Figura 9 — Visita no Laboratério de Microbiologia da Universidade Unica — campus Ipatinga

Fonte: autor (2018)

Outraagdo proposta foia alteragdo do layout do Laboratério com vistas a otimizar arealizagao de
analises e seguranca dos envolvidos. O apéndice 4 apresenta o novo layout e a disposicdo dos
equipamentos. Asalatem48m2, com uma bancada central e pias dispostas nas extremidades da
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bancada. H4 ainda 1 sala de apoio, a qual foi adequada para atender as seguintes finalidades: a)
armazenar insumos e vidrarias especificos da Microbiologia; b) guardar os equipamentos de uso
mais sensivel (microscépios, por exemplo).

A norma Brasileira instituida pela portaria da Anvisa (Agéncia de Vigilancia Sanitaria) classifica
os laboratdrios em 4 graus de risco de Biosseguranca, varidvel em funcdo das atividades
empenhadas (BRASIL, 2010). Sangioni et al. (2013), em trabalho realizado sobre os
laboratdérios de microbiologia e parasitologia nas universidades brasileiras, sugere que
medidas de seguranc¢a devem ser priorizadas nos laboratérios, haja vista a necessidade para
adequacdao dos procedimentos operacionais para a manipulacdo de agentes biolégicos
patogénicos em funcdo das novas tecnologias, de forma a garantir a seguranca dos
profissionais, académicos e até do meio ambiente.

Assim, somadas as condigoes fisicas e de planejamento do conteldo, ndo menos importante é a
formagdo docente ou a formacao continuada para alguns casos. E inegével que a habilidade para
contornar os desafios impostos para o Ensino da Microbiologia perpassa pelo conhecimento e
esmero para realizacdo de todas as atividades. Uma das formas de agregar valor a estas aulas é a
formacdo continuada nas suas mais variadas formas. A literatura é farta quanto a atribuicdo de
atribuir aos coordenadores pedagodgicos o protagonismo na formacdo continuada, mas
normalmente ndo é o que ocorre (ALMEIDA e PLACCO, 2014). Ja para Ferrari Junior e Rink
(2018), a formacao continuada por meio de cursos EaD (Ensino a Distancia) oferece a vantagem
de compartilhar o conhecimento com docentes de Escolas Profissionais de Nivel Técnico em
funcdo dafacilidade de gestao do tempo, todavia, hd limitagdes quanto ao suporte dos tutores.

Por fim, o exposto no presente trabalho esta longe de esgotar as possibilidades e oportunidades
concernentes a curva de aprendizado que dar-se-a doravante a ministracdo das aulas da
disciplina de Laboratdrio de Microbiologia Industrial.

5.3 Custos parainstala¢ao do Laboratdrio de Microbiologia Industrial

As atividades praticas em Microbiologia sdo fundamentais para a compreensdo dos
fendmenos existentes, mas também em fungdo do publico, que por natureza da jovialidade
apresentam muitas curiosidade e ansiedade, até mesmo pela visdao abstrata que os
estudantes apresentam sobre os microrganismos, além da percep¢dao mais estritamente
deletéria destes (ANTUNES et al., 2012).

Notadamente, os custos para realizacdo das aulas praticas de Microbiologia apresentaram
considerada elevagao dos precos, até mesmo porque muitos dos produtos comercializados sao
via comércio internacional, como meios de cultura e até equipamentos, assim, até oscilacbes
cambiaisinterferem nos valores (BARBOSA e BARBOSA, 2010).

Desta forma, o emprego de materiais alternativos emerge como alternativa para compreensao
dos processos microbiolégicos. Em que pesem as mais diversas alternativas para fins didaticos a
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partir do uso de métodos e materiais alternativos para as aulas de Microbiologia, ha de se
considerar 2 aspectos importantes: a) o conceito da Ciéncia como algo reprodutivel e confiavel;
b) o contexto do mundo do trabalho, o qual o estudante egresso provavelmente estara inserido
em uma empresa que utiliza a tecnologia aceita e vdlida, ou seja, meios de cultura,
equipamentos e protocolos consagrados.

Sob esta 6tica, embora os materiais alternativos possibilitem a compreensado dos fenémenos, o
manuseio das técnicas e equipamentos classicos (vidrarias, autoclave, meios de cultura,
assepsia laboratorial e outras) capacita o estudante para a realidade de mercado. A prépria LDB,
no artigo 36, elenca que “a oferta de formagao com énfase técnica e profissional considerara a
inclusdo de vivéncias praticas de trabalho no setor produtivo ou em ambientes de simulacao,
inclusive por meio de parcerias” (BRASIL, 1996).

Apesar da vocacao da formacdo técnica, nem sempre os egressos culminam imediatamente no
mercado de trabalho. Estudos para acompanhamento do egresso sdo por vezes limitados, pois
nem sempre é possivel estabelecer o vinculo institucional e assim averiguar a atuacdo. Ainda
assim, no Instituto Federal de Minas Gerais, campus Governador Valadares, o acompanhamento
de duas turmas de dois cursos Técnicos Integrados finalizados em 2016 (Técnico em Meio
Ambiente e Técnico em Seguranca do Trabalho), com 25 e 27 estudantes, respectivamente,
chegou ao resultado expresso nas tabelas 1 e 2 abaixo. E possivel inferir o alto aproveitamento
em instituicOes Federais e por vezes a aprovacdo em até 2 instituicdes, e nos mais diferentes
cursos, ou seja, ndo seguiram a verticalizagio ou Area Académica cursada no Ensino Médio.
Neste recorte observa-se ainda que nenhum estudante ingressou no mercado de trabalho, 29
foram aprovados em Universidades Federais e/ou particulares, 9 estudantes foram aprovados
em Universidades Particulares, 11 estudantes ndao foram aprovados nos cursos desejados e 5
estudantes seguem seminformagdes.

Tabela 1 — Dados dos egressos de 2016 do Curso Técnico de Meio Ambiente

APROVAGAO
ENSINO FUNDAMENTAL UNIVERSITARIA CURSO SUPERIOR
Maior parte Escola Publica NAO
Maior parte Escola Publica IFMG / UVV / UNIVALE Eng. de Produgéo / Eng. Civil
Somente Escola Publica IFES - VITORIA Letras
Maior parte Escola Publica UNIFEI Engenharia Mecénica
Somente Escola Publica NAO
Somente Escola Publica UNIVALE Arquitetura e Urbanismo
Somente Escola Publica NAO
Maior parte Escola Particular UNIFEI Engenharia Mecénica
Somente Escola Particular FADIVALE Direito
Somente Escola Particular NAO
Somente Escola Publica UFVJM / IFMG Agronomia

Continua
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Continuagdo
APROVAGAO
ENSINO FUNDAMENTAL UNIVERSITARIA CURSO SUPERIOR
Somente Escola Publica NAO
Somente Escola Publica NAO
Somente Escola Publica -
Maior parte Escola Particular PITAGORAS Engenharia Mecanica
Somente EscolaPublica UFJF - Juiz de Fora Nutricdo
Somente Escola Publica NAO
Maior parte Escola Publica UFJF - Juiz de Fora Direito
Somente Escola Particular UFPEL Antropologia
Somente Escola Particular UFES Engenharia de Petréleo
Somente EscolaParticular UNIPAMPA Relag¢bes Publicas

Somente Escola Publica
Somente Escola Publica
Somente Escola Particular
Somente EscolaPublica

UFJF / UNIVALE
UFJF - Juiz de Fora
UNIFEI / UFES
NAO

Nutricdo e Direito
Ciéncias Econémicas
Eng. Mecanica/Eng. Computacéo

Fonte: IFMG GV (adaptado), 2019

Tabela 2 — Dados dos egressos de 2016 do Curso Técnico de Seguranca do Trabalho

ENSINO FUNDAMENTAL APROV. UNIVERSIDADE CURSO
Somente Escola Particular UFJF - GV Odontologia
Somente Escola Particular UNIFEI Engenharia Elétrica
Maior parte Escola Particular UNIVALE Engenharia Civil e Ambiental
Somente Escola Publica UFF Matematica
Somente Escola Publica ---
Somente Escola Particular UFES Sistema de Informacado
Somente Escola Publica MULTIVIX Odontologia

Somente Escola Publica
Maior parte Escola Publica
Maior parte Escola Particular
Somente Escola Particular
Somente Escola Particular
Somente Escola Publica
Somente Escola Particular
Somente Escola Publica
Somente Escola Publica
Maior Parte Escola Particular

Somente Escola Particular
Somente Escola Publica

IF SUDESTE RIO POMBA
UFJF-GV / UNIVALE-PROUNI
IFMG - VALADARES
UFOP
UNIVALE / UFJF - GV
UFBA
PITAGORAS
UFMG
NAO
UFJF - GV

UFG / UNB
PITAGORAS

Ciéncia da Computacao
Contdbeis/Eng. Civil e Amb.
Engenharia de Producao
Sistemas de Informacao
Odontologia

Letras

Engenharia Mecanica
Matematica

Ciéncias Econdmicas
Med. Veterinaria e
Biomedicina

Arquitetura e Urbanismo

Continua
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ENSINO FUNDAMENTAL APROV. UNIVERSIDADE CURSO

Somente Escola Particular NAO

Somente Escola Publica UFTM Ciéncias Bioldgicas

Somente Escola Particular ---

Somente Escola Publica UFLA Engenharia

Somente Escola Publica ---

Maior Parte Escola Publica UFJF - Juiz de Fora Psicologia

Maior Parte Escola Publica UNIVALE Engenharia Civil

Somente Escola Particular NAO

Somente Escola Particular -—- -

Fonte: IFMG GV (adaptado), 2019

Outros trabalhos também retratam a dificuldade de obter dados atualizados dos egressos,
todavia, ainda assim apresentam nimeros interessantes para analise. E o caso do trabalho de
Sampaio e Almeida (2013), envolvendo 144 estudantes formados entre 2005 e 2006 na
modalidade subsequente (estudantes que ja concluiram o ensino médio), onde 61% estdo no
mercado de trabalho na area vinculado ao curso de formagao técnica, mas no bojo da formacgao
oferecida estes estudantes também anseiam pela preparac¢ao para a sequéncia académica de
nivel superior.

No tocante aos desafios orcamentarios a serem superados pelas instituicdes de ensino, a
formacdo de estudantes a partir de uma realidade de ensino laboratorial mais aproximada da
realidade seria o ideal. Contudo, ao menos nas Escolas Técnicas o acesso a recursos financeiros
para compra de equipamentos dar-se de diferentes formas, como por meio de licitacdo ou nos
editais de pesquisa para financiamento de projetos, que podem variar de acordo com a
disponibilidade orcamentaria. No ano de 2014 o valor de cada projeto contemplado chegava a
R$25.000,00, todavia, a crise financeira limitou ainda mais a publica¢cdo desta modalidade de
edital (CEFETMG, 2014). Ha ainda editais que sdo regularmente publicados por agéncias de
fomento, como a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais — FAPEMIG
(FAPEMIG, 2019). A submissao de projetos para obtencdo destes recursos deve ser fomentada
nainstituicdo escolar.

A partir do ementario e do roteiro de aulas praticas, foi relacionado os principais materiais
permanentes e de consumo para o Laboratério de Microbiologia Industrial, considerado para
nivel de Biosseguranca 2 e para a formacgdo técnica pretendida, de forma a se obter o custo
aproximado para ainstalacdo e utilizacdo para 3 anos letivos de atividades de Ensino. Para tal, foi
desconsiderado os custos com a estrutura fisica (obra civil). Com o orcamento realizado em
empresas renomadas no Brasil e com expertise na venda de produtos laboratoriais, chegou-se
aovalorde R$178.780,90, sendo que o detalhamento consta no apéndice 1. Vale destacar que o
custo inicial é elevado, mas para fins estritamente didaticos os insumos como um todo podem
ter durabilidade de 2 ou 3 anos, como por exemplo os meios de cultura. Ndo obstante, o
laboratdrio em questdo tem a finalidade de formagao técnica profissional, o que culminara em
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custo superior em detrimento de um laboratdrio de microbiologia com finalidade apenas
didatica, para o mesmo nivel de ensino ou ndo.

A proposta de se estabelecer o padrao de “Laboratdrio de Microbiologia” corrobora com o
estudo proposto por Soares Neto et al.(2013), pois minimiza a avaliacdo dos dados censitarios
do INEP, por exemplo, quando no ato de obtengdo dos dados em cada estabelecimento escolar.
O glossario do Censo Escolar 2018 define “laboratério de ciéncias” como (INEP, 2019b):

“Espaco com caracteristicas e equipamentos proprios, destinado a demonstragéo
ou realizacdo de exames, andlises, simulagdes, testes, ensaios, medigcées, entre
outros, que contribuem para investigagoes cientificas e atividades experimentais
nas diversas dreas: fisica, quimica, biologia”.

Assim, a partir de uma estrutura padronizada, torna-se os dados coletados mais fidedignos
quanto o significado da escola dispor ou ndo de um “laboratério de ciéncias” com a devida
infraestrutura adequada. O MEC (Ministério da Educacdo) disponibiliza o modelo de 27
laboratdrios para os mais distintos cursos técnicos, todavia, ndo hd mencao para o laboratério
de Microbiologia, mas os laboratérios de Biologia, Andlises Quimica e Quimica sdo os mais
correlatos (MEC, 2019), apesar da relacdo de equipamentos, insumos e vidrarias ser bem
inferiorao mencionado no apéndice 1, com vistas ao cumprimento do ementario.
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pesar dos percalcos do cotidiano escolar, foi possivel cumprir todo o ementario
da Disciplina a partir dos 30 roteiros de aulas praticas, pois hd uma gama de
possibilidades de atividades praticas disponiveis para ser ajustada a cada
realidade escolar, o que no presente caso certamente contribuiu para a
compreensao dos conceitos e das técnicas laboratoriais de Microbiologia.

Em que pesem as mais diversas possibilidades didaticas para fins de demonstracdo dos
conceitos e compreensdo dos temas abordados, o nivel de formacdo profissional técnica
requer o uso dos materiais mais préximos possiveis a realidade do mundo do trabalho do
profissional da area técnica de microbiologia, de forma que o estudante tenha maior
compreensdo da realidade e produtividade no mercado, e que por isto, justifica-se a
necessidade do investimento mensurado (R$178.780,90). Ademais, os custos para
infraestrutura laboratorial da disciplina de Laboratério de Microbiologia Industrial ndo sao
tdo expressivos diante do ganho de qualificacdo profissional proposta para o Ensino
Técnico Profissionalizante.

N3o menos importante, a formagdo continuada é de suma importancia para que os
desafios sejam superados dentro das realidades das escolas publicas do Brasil, em especial.
Por fim, sugere-se a otimizacdo dos recursos e infraestrutura do Laboratério do campus
para fins de levar os conhecimentos aqui contemplados ao maior nimero possivel de
estudantes e/ou professores de outras redes de Ensino, principalmente por meio dos
Projetos de Extensao.
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ANEXO 1

CONTEUDO DO EMENTARIO DA

DISCIPLINA MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL
(AULA TEORICA)

UNIDADE 1 - Microbiologia basica
1.1. Histérico. Reinos microbianos

1.2. Protozoarios e algas: caracteristicas, morfologia, reproduc¢do, ocorréncia, classificacao,
nutricdo, ecologia. Principais usos industriais e problemas causados

1.3. Fungos: caracteristicas, morfologia, reproducao, ocorréncia, classificacdo, nutricao,
ecologia. Principais usos industriais e problemas causados

1.4. Bactérias: caracteristicas, morfologia, reproducao, ocorréncia, classificacdo, nutricao,
ecologia. Principais usos industriais e problemas causados

1.5. Virus: caracteristicas, morfologia, reproducdo, classificacdo. Principais aplicacdes e
problemas causados.

UNIDADE 2 —Elementos de Bioquimica geral e biossintese de macromoléculas

2.1. Principais macromoléculas bioquimicas: proteinas, enzimas, glicideos, lipideos e acidos
nucleicos

2.2.Abiossintese das macromoléculas.

UNIDADE 3 -Crescimento microbiano
3.1. Definicdo. Fatores controladores. Exigéncias de crescimento
3.2.Formulagao de meio de cultura. Cultura pura. Estado fisico da cultura
3.3. Medidas de crescimento microbiano
3.4.Curva e equagdo dos crescimentos descontinuos e continuos 3

3.5. Cinética de enzimas. Equacdo de Michaelis-Menten.
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UNIDADE 4 - Morte microbiana
4.1. Definicdo. Mecanismos e agentes de esterilizacdo
4.2. Esterilizacdo de meios de cultura
4.3. Esterilizacdo de equipamentos e vidrarias

4.4, Esterilizacdodear.

UNIDADE 5 — Importancia da Microbiologia Industrial, da Engenharia Bioquimica e da
Biotecnologia

5.1. Apresentagao de umaindustria de base microbioldgica
5.2.Principais produtos de origem microbiolégica

5.3. Avangos mais recentes no campo da biotecnologia.

UNIDADE 6 - Producgdo de alguns géneros alimenticios e farmacos
6.1. Producdo de etanol, cerveja, vinhos e vinagre
6.2.Producdo de derivados do leite
6.3. Producdo de antibidticos

6.4.Producdo de hormodnios.

UNIDADE 7 —Tratamento de efluentes organicos com uso de microrganismos
7.1.Tratamento aerdbico: lagoas de estabilizagao, filtros bioldgicos e lodos ativados

7.2. Tratamento anaerdbico de efluentes orgadnicos com uso de microrganismos.
Biodigestores.
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ANEXO 2

CONTEUDO DO EMENTARIO DA DISCIPLINA LABORATORIO DE

MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL
(AULA PRATICA)

UNIDADE 1—-Segurancaem laboratdrio
UNIDADE 2 —Microscopia 6tica
UNIDADE 3 —Experimentos com células
3.1.Compreendendo a osmose
3.2. Extragao de DNA Vegetal
UNIDADE 4 —Técnicas de esterilizacdo
UNIDADE 5—Preparo de meios de cultura
UNIDADE 6 —0Observacao de micro-organismos
6.1. Observacdo de protozoarios

6.2. Plagueamento bacteriano e averiguagao da presenga de micro-organismos no
ambiente

6.3. Identificacdo bacteriana e coloragcdo de Gram
6.4. |dentificacdo de fungos
UNIDADE 7 —Experimentos com enzimologia
7.1.Estudo da atividade proteolitica de enzimas presentes em frutos
7.2.Um estudo sobre oxidacdao enzimatica
7.3. Catalisando a hidrolise da ureiaemurina
UNIDADE 8 —Preparo e analise de produtos alimenticios
8.1.Preparodeiogurte
8.2.Preparode derivados lacteos
8.3. Investigando componentes presentes no leite
8.4. Testes de qualidade do leite
8.5. Analise qualitativa de proteinas em alimentos com ion cuprico
UNIDADE 9-Fermentacdo alcodlica

9.1. Aquimicada producado de bebidas alcodlicas
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APENDICES

APENDICE 1

LISTA DE MATERIAIS E EQUIPAMENTOS DISPONIBILIZADOS OU NAO NO
LABORATORIO, ALEM DOS CUSTOS CONFORME COTACAO

—— © 4~ © —E—

(DEZEMBRO/2018)
SUGESTAO DE MATERIAIS PARA DISCIPLINA DE LABORATORIO DE MICROB IOLOGIA
INDUSTRIAL
Item Descrigao Quant. Unidade ugil:js;:ge Cu:;?otxo'tal Cosri‘rs':i:(:‘;sg ?
1 | Agar Bacteriolégico 1 frasco 696,00 696,00 sim
500
2 | Agar Batata Dextrose 1 potegzJ 350,00 350,00 néao
3 | Agar Manitol 1 pote 370,00 370,00 nao
4 | Agar nutriente 1 pote 320,00 320,00 nao
5 | Agitador magnético com 2 unidade 1.950,00 3.900,00 sim
aquecimento
6 | Agua peptonada tamponada 1 frasco 147,00 147,00 nao
500
7 | Alga de Drigalsky 1 saco c?)m 72,00 72,00 néo
100
8 | Alca microbiolégica 1 pacote 27,00 27,00 néo
descartavel com 100
9 | Alcool 10 frasco 5 L 60,00 600,00 sim
10 | Aparelho de atividade de 1 unidade - nao
agua
11 | Armérios 3 unidade 550,00 1.650,00 sim
12 | Autoclave 1 unidade 11.230,00 11.230,00 sim
13 | Balanga de precisédo 2 unidade 6.200,00 12.400,00 nao
14 | Banho Maria 1 unidade 1.800,00 1.800,00 sim
15 | Bastéo de vidro 10 unidade 3,00 30,00 sim*
16 | Béquer (varios volumes) 30 unidade 15,00 450,00 sim
17 | Bico de Bunsen + Tela de 5 unidade 104,00 520,00 nao
arame com tripé
18 | Bomba a vacuo 1 unidade 3.920,00 3.920,00 sim
19 | Cémara de Macmaster 2 unidade 11,45 22,90 nao
20 | Camara de Neubauer 4 unidade 122,00 488,00 nao
21 | Camara de Sedgewick 2 unidade 603,00 1.206,00 nao
Rafter
22 | Camara escura para analise 1 unidade 1.550,00 1.550,00 nao
de E. coli
23 | Cabine de Seguranga com 1 unidade 8.450,00 4.450,00 néo
luz UV
Continua

45



Microbiologia:

Roteiros de praticas, desafios e possibilidades para o cumprimento do

ementario em uma Escola Técnica Federal

oL

Continuagdo
SUGESTAO DE MATERIAIS PARA DISCIPLINA DELABORATORIO DE MICROBOLOGIA
INDUSTRIAL
Item | Descrigdo Quant. Unidade ugiudsatge Cu:;:)ottal C%?;tizonlé'zg'?
24 | Cartela para andlise deE. 1 caixa com 1.350,00 1.350,00 nao
coli 100
25 | centrifuga 1 unidade 3.124,00 3.124,00 sim
26 | Conjunto de filtragao 2 unidade 695,00 1.390,00 nao
Milipore com
garra/base/copo
27 | Corante azul de algodao 1 frasco 563,00 563,00 néo
(aula de fungo) 500g
28 | Dessecador 1 unidade 481,00 481,00 sim
29 | Destilador 5 L 1 unidade 1.890,00 1.890,00 nao
30 | Disco para antibiograma 3 vidro 14,00 42,00 nao
31 | Estufa para vidraria 100 L 1 unidade 3.935,00 3.935,00 sim
32 | Estojo metalico para 1 unidade 120,00 120,00 sim
esterilizagdo de pipetas
33 | Estufa bacteriologica 85 L 1 unidade 2.890,00 2.890,00 sim
34 | Estufa DBO 1 unidade 1.500,00 1.500,00 sim
35 | Fita de autoclavagem 1 unidade 32,00 32,00 nao
36 | Frasco de vidro para coleta 20 unidade 18,00 360,00 sim*
de amostra de agua/esgoto
37 | Geladeira 2 unidade 1.900,00 3.800,00 sim
38 | Isca para agitador 3 unidade 23,00 69,00 sim
Magnético (barra magnética)
39 | Kit de filtragao 2 unidade 890,00 1.780,00 nao
40 | Kit de Gram 1 unidade 89,00 89,00 sim
41 | Kit de prova bioquimica- Kit 1 caixa 92,00 92,00 nao
de Rugai com Lisina
42 | Kit para analise leite 1 unidade 650,00 650,00 nao
(antibidtico, acidez...)
43 | Kit para DQO Hach 1 caixa com 650,00 650,00 nao
21258.25 para 600 mg/L de 25
DQO
44 | Kitazato 2 unidade 149,00 298,00 sim
45 | Lactofenol (aula de fungo) 1 unidade 232,00 232,00 n&o
46 | Laminas 1 caixa com 320,00 320,00 sim
100
47 | Laminulas 1 caixa com 12,00 12,00 sim
50
48 | Liquidificador 1 unidade 120,00 120,00 sim
49 | Luvas descartaveis 10 unidade 20,00 200,00 sim
50 | Meios e reagentes diversos 10 unidade 10,00 100,00 nao
(para cerveja e outros)
51 | Membrana filtrante 1 caixa com 596,00 596,00 nao
100
52 | Microondas 1 unidade 450,00 450,00 sim
53 | Micropipeta 100 a 1000 2 unidade 1.000,00 2.000,00 nao
microlitros
54 | microscdpios 8 unidade 2.000,00 16.000,00 sim*
55 | Microscdpio com Camera 2 unidade 4.000,00 8.000,00 nao
acoplada
56 | Mufla 997°C 1 unidade 2.120,00 2.120,00 sim
57 | Ocular digital para 2 unidade 1.020,00 2.040,00 nao
microscdpio (lente digital)
Continua
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Continuagdo
SUGESTAO DE MATERAAIS PARA DISCIPLINA DE LABORATORODEMCROB ~ I0LOGA
INDUSTRIAL
. . Custo Custototal Constan oLah?
fem | Descrigio Qat | Unideck wickce p— Simouréo?
58 | Oleo de imersao 1 unidade 32,00 32,00 sim
59 | Péra de borracha 30 unidade 17,00 510,00 néo
60 | Pipeta Pasteur 1 saco com 122,00 122,00 nao
100
61 | Pipetador Pi-pump 5 unidade 18,00 90,00 nao
62 | Pipetas (1 mL, 2 mL, 5 ml, 30 unidade 32,00 960,00 sim*
10 mLe20mL)
63 | Pissetas para agua 10 unidade 6,00 60,00 sim
destilada, alcool 70 e outros
64 | Placas de Petri tamanho 90 30 caixa com 30,00 900,00 sim
x 15 10
65 | Ponteira 1 saco com 200,00 200,00 nao
100
66 | Reagentes para DBO 1 varios 1.800,00 1.800,00 n&o
67 | Saché para andlise de E. 1 caixa com | 2.000,00 2.000,00 nao
coli 200
68 | Seladora para analise de E. 1 unidade 18.500,00 18.500,00 nao
coli
69 | Silica para dessecador 1 unidade 357,00 357,00 nao
5000g
70 | Sonda multiparametros (OD, 1 unidade 4.800,00 4.800,00 néo
pH, Condutividade Elétrica e
Temperatura)
71 | swab 1 caixa com 999,00 999,00 nao
50
72 | Termdmetro com haste para 2 unidade 230,00 460,00 nao
leira de compostagem
73 | Teste de Rugai (kit) e Tiras 2 caixas 100,00 200,00 n&o
de Oxidase
74 | Tubo de Duhran 1 saco com 72,00 72,00 sim*
100
75 | Tubo de ensaio com tampa 100 caixa 5,00 500,00 nao
(ver tubo da centrifuga)
76 | Tubo Falcon 8 unidade 42,00 336,00 nao
77 | Tubos de Eppendorf 1 saco com 44,00 44,00 nao
100
78 | Turbidimetro 1 Unidade 3.000,00 3.000,00 nao
79 | Verde Malaquita - coloragao 1 pote 25,00 25,00 sim
de Bartolomeu - esporos de
Bacillus sp.
80 | Vidrarias em geral (vidro de 200 unidade 20,00 4.000,00 nao
relégio, Béquer e outros)
81 | Vidrarias e equipamentos 1 varios 29.000,00 29.000,00 nao
para analise de DBO
82 | Vortex (agitador) 2 unidade 1.160,00 2.320,00 n&o
TOTAL (R$) 178.780,90
Observagoes:

a) Cotagdes via consulta ao site de 3 empresas renomadas, com arredondamento da média dos valores;
b) Cotagdo realizada em 2019 (valor de referéncia);

c) A indicagdo "sim" acompanhada de “asterisco” significa que existe alguma quantidade do respectivo item no laboratdrio,
mas ndo na quantidade necessdria.
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APENDICE 2

ROTEIRO DE AULAS PRATICAS DE MICROBIOLOGIA CONFORME

CONTEUDO DO EMENTARIO
(VERSAO DO PROFESSOR)

Prefdcio

“Eis 0 meu segredo. Ele é muito simples: somente vemos bem com o coragdo.
O essencial é invisivel aos olhos”.

O pequeno texto acima foi extraido da obra “O pequeno principe”, de Antoine de Saint-Exupéry
(1900-1944), mas que pode ser imediatamente aplicado a Microbiologia, no sentido de desperta-
lo para a esséncia da vida, ou seja, os constituintes celulares e/ou aqueles seres vivos que ndo
conseguimos visualiza-lo a olho nu, mas assim como os “sentimentos”, sabemos da sua existéncia e
dasuaessénciaparaavida.

Microbiologia é apenas um termo operacional para designar diferentes grupos de seres vivos
(bactérias, fungos e outros grupos taxonémicos). Os nimeros sao impressionantes, mas apenas a
titulo de exemplo, o corpo humano tem 10 vezes mais bactérias do que células! Estima-se que
aproximadamente apenas 10% dos microrganismos existentes no planeta foram identificados, ou
seja, ha uma enorme lacuna e conhecimento a ser preenchida. Ja parou para pensar nisso? Nem
todos os microrganismos sdo seres que causam danos ao homem, alias, muito pelo contrario, a
fracdo patogénica é bem inferior se comparada aos microrganismos que sdo essenciais para o Meio
Ambiente, os seresvivosem geral, e claro, o homem!

O presente roteiro de aula pratica visa desmistificar o “bom” e o “ruim” na microbiologia, mas
principalmente cumprir com a ementa estabelecida para a disciplina de “Laboratério de
Microbiologia Industrial”, que faz parte da matriz curricular do 1°Ano do Curso Técnico Integrado
de Quimica do CEFET, campus Timdteo. Notadamente, os roteiros podem ser contextualizados
para atividades em outros cursos Técnicos.

Pressupde-se que a fundamentagdo da formacado técnica estd nas habilidades em operacionalizar
os equipamentos do laboratdrio, com dominio de técnicas de seguranca, biosseguranca, assepsia e
manuseio de material, de forma que a partir daimersao do estudante nas mais diferentes areas da
microbiologia que vier a ocupar (anadlises clinicas, alimentos, fdrmacos, biotecnologia e demais
areas) este venha a ter condigdes de se desenvolver em cada uma dessas especialidades a partir
dos elementos aquiapresentados.

Assim, vocé, estudante do 1° Ano, adolescente e com toda jornada de vida pela frente, deve
entender que este roteiro estd longe de esgotar o assunto “microbiologia”, mas espera-se que
venhaa cumprircom a sua formacao técnicae humana quando egresso do curso de Quimica.

Bom trabalho e sucessos!

Timdteo — Maio 2021
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SUMARIO

(sequir a pagina¢éo do sumdrio do corpo do TCC)

UNIDADE 1: SEGURANCA NO LABORATORIO
1.1-REGRAS BASICAS
1.2 - PRINCIPAIS VIDRARIAS E EQUIPAMENTOS DO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
1.3—MODELO DE RELATORIO DE AULA PRATICA
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UNIDADE 4: TECNICAS DE ESTERILIZACAO
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5.2—AULAINTEGRADA: ESTERILIZACAO, MEIO DE CULTURAE CELULAS
5.3—DILUICAO SERIADA
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UNIDADE 6: OBSERVACAO DE MICRORGANISMOS
6.1- OBSERVACAO DE PROTOZOARIOS
6.2 - PLAQUEAMENTO BACTERIANO E AVERIGUACAO DA PRESENCA DE MICRORGANISMOS
6.3 - IDENTIFICAGAO BACTERIANA E COLORAGAO GRAM
6.4 - IDENTIFICACAO DE FUNGOS
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6.5.1—Antibiograma
6.5.2 —Bioprospeccdo de fungos
6.5.3—Teste de Rugai paraidentificacao presuntiva de Enterobactérias
UNIDADE 7: EXPERIMENTOS COM ENZIMOLOGIA
7.1—ESTUDO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DE ENZIMAS PRESENTES EM FRUTOS
7.2—UM ESTUDO SOBRE OXIDACAO ENZIMATICA
7.3—CATALISANDO A HIDROLISE DA UREIA EM URINA
UNIDADE 8: PREPARO E ANALISE DE PRODUTOS ALIMENTICIOS
8.1-PREPARO DE IOGURTE
8.2 —PREPARO DE DERIVADOS LACTEQS
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8.5—ANALISE QUALITATIVA DE PROTEINAS EM ALIMENTOS COM {ON CUPRICO
UNIDADE 9: FERMENTAGAO ALCOOLICA
9.1-AQUIMICA DA PRODUCAO DE BEBIDAS ALCOOLICAS
9.1.1-Producdodevinho
9.1.2 - Experimento basico e visual sobre fermentagdo

9.2 — AULAS EXTRAS: A QUIMICA E A FERMENTAGAO PARA PRODUCAO DE
BEBIDAS ALCOOLICAS E NAO ALCOOLICAS

9.2.1-Cultivode Leveduras para produgdo de cerveja
9.2.2 - Bebidasfermentadoras e acdo probidtica
SUPLEMENTO 1—MODELO DE RELATORIO DE AULA PRATICA

SUPLEMENTO 2 — ROTEIRO DE AULAS PRATICAS DE MICROBIOLOGIA CONFORME
CONTEUDO DO EMENTARIO (VERSAO DO ESTUDANTE)

SUPLEMENTO 3—NOVO LAYOUT DO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL
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UNIDADE 1
SEGURANGA NO LABORATORIO

Objetivos
* Conhecer as principais normas e riscos inerentes ao da disciplina de Microbiologia Industrial;
* Conhecer as principais vidrarias e equipamentos.

Duragdo: 4 aulas

Método

Aula expositiva a partir da demonstracdo quanto ao uso de EPIs (equipamento de protecdo
individual) e as principais vidrarias e equipamentos disponiveis.

Visita guiada no laboratdrio.

Manipulacdo de vidrarias, em especial, transferéncia de liquido (dgua) com o uso da Péra de
borracha e pipeta graduada.

1.1-REGRAS BASICAS

A lista abaixo elenca as principais recomendagdes de seguranga no laboratdrio. Sao regras
gerais, mas que em funcdo da especificidade do laboratdrio que vocé vir a utilizar algum dia no
seu trabalho ou na continuidade dos seus estudos, exigird procedimentos especificos. A NR 32
(Norma Regulamentadora) do Ministério do Trabalho e Emprego é uma das que abrange os
cuidados em laboratdrio, mas outras NR’s abarcam também os cuidados neste tipo de ambiente.

1) Estudantes que apresentem restricdo de uso do laboratério em funcdo de “estado de
saude” devem procurar o professor responsavel para fins de encaminhamentos junto a
coordenacdo do curso;

2) Sigaohorariodeauladasuaturma(semtrocas de horarios);
3) Venhaparaolaboratdrio portando apenas o material essencial paraasaulas;
4) Sigaestritamente o roteiro das aulas e sempre facga os “relatérios de aula pratica”;

5) Olaboratdrio é de uso exclusivo para as atividades de Microbiologia, sendo vedado o uso
de outros materiais, salvo sob orienta¢dao do professor ou técnico de laboratério;

6) E proibido o uso de aparelhos de som, fone de ouvidos e outros que venham a perturbar
oambiente de aula;

7) Sera permitido o uso do celular em alguns casos especificos, como para retirar fotos de
etapas da atividade pratica. Nao deixe o celular sobre a bancada e o mantenha sempre
junto aos seus objetos;
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8) E proibidaaingestdo de alimentos e medicamentos dentro do laboratério;
9) Ousodejalecos éobrigatdrio durante as aulas;

10) Jamais fume na drea do laboratdrio (risco de explosdo e outros);

11) E proibida a manipulacdo de lentes de contato no laboratério;

12) E vedado o uso de pulseiras, adornos, roupas folgadas, cabelo longo e solto, bonés e
outras vestimentas que possam colocar em risco o estudante e/ou pessoas proximas;

13) Utilize os EPI’s (Equipamentos de Protegao Individual) ou EPC (Equipamento de Protec¢ao
Coletiva) conforme recomendacao;

14) Certifique da voltagem dos equipamentos antes de liga-los aos interruptores de energia
(pode vir adanificar o equipamento);

15) Certifique que ao final da aula os equipamentos estdo em condicdes de guarda-los ou de
manté-los ligados, quando for o caso;

16) Mantenha o ambiente limpo e organizado, e se ndo for possivel lavar o material a ser
utilizado, ao menos deixe-o proximo a pia;

17) Ndo cheire e nem toque em nenhum material existente no laboratério (riscos de
queimaduras e outros acidentes);

18) Nunca pipetar liquido comaboca;

19) Mantenha o material de uso devidamente identificado, principalmente os meios de
cultura e outros reagentes;

20) Naoretire material do laboratério sem autorizacdo do responsavel;
21) Sempre limpe abancada com “dlcool 70” antes e ao final da atividade microbioldgica;

22) Fazer o correto descarte do material autoclavado, nunca o deixando sobre as bancadas,
piso ou demais locaisinapropriados;

23) N3do toque nas macanetas das portas, puxadores de gavetas e outros pontos de uso
coletivo com luvas contaminadas (risco de transmissdo de doencas parasitarias);

24) Relatar ao docente ou técnico de laboratdério qualquer anormalidade, como
derramamento de meio de cultura;

25) Jamais utilize a geladeira ou outros compartimentos para guardar alimentos para
consumo humano;

26) Jamais utilize vidrarias com avarias em sua superficie (trincas, por exemplo);

27) Em caso de limpeza de vidrarias, tenha cuidado para ndo se cortar durante a limpeza com
aguaesabado;

28) Deixar o material contaminado (laminas, pipetas) apds o uso em recipientes contendo
desinfetantes;

29) Equipamentos que utilizam calor, pressdo ou gas devem ter OPERACAO ASSISTIDA
durante todo o procedimento, sem JAMAIS desviar a sua atenc¢do para outras atividades
em paralelo;
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30) Colocar vidrarias aquecidas sobre meios isolantes (pano, por exemplo), e ndo
diretamente sobre a bancada ou superficiesfrias, sob o risco de vir a trincar ou quebrar;

31) Em caso de mal estar, dirija-se ao ambiente externo, desde que previamente
acompanhado e sob a orientacdo do docente ou técnico responsavel;

32) Mantenha comportamento condizente com o ambiente de laboratdrio, sem agitacao,
correria e outros desta natureza;

33) O professor ou técnico responsavel tem autonomia para solicitar a saida do estudante
queviraburlar os procedimentos de seguranca;

34) Em caso de acidente (corte, queimaduras, tontura e outros), fique calmo e procure ajuda
imediatamente, via professor ou técnico do laboratdrio.

LEMBRE-SE: laboratério de microbiologia € um ambiente que requer “limpeza”!

1.2 - PRINCIPAIS VIDRARIAS E EQUIPAMENTOS DO LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

O termo “vidraria” é uma denominacao genérica para boa parte dos equipamentos utilizados
em laboratdrio, mas que nem sempre sdo de vidro, podendo ser também de porcelana, por
exemplo.

A grande vantagem de se utilizar o vidro em laboratério é a capacidade de resistir ao frio e calor
extremos. Ademais, por ser transparente e inerte, facilitam a observacdao do material em estudo
e apresentam baixa probabilidade de reagir a produtos quimicos, respectivamente (PROLAB,
2014).

O laboratdério de Microbiologia utiliza a maior parte das vidrarias e equipamentos que
comumente se utiliza no laboratério de Quimica, solos ou outro, mas com o viés indispensavel
daassepsia (higienizacdo dos equipamentos).

O quadro 1 abaixo apresenta algumas vidrarias e equipamentos comumente utilizados em um
laboratdrio de Microbiologia.

Quadro 1 — Principais vidrarias e equipamentos do laboratério de Microbiologia

Vidraria Finalidade | Vidraria Finalidade
Almofariz com pistilo: Baldo de fundo chato:
l Usado na trituragao e Utilizado como recipiente
pulverizagéo de solidos para conter liquidos ou

solughes, ou mesmao,
fazer reagbes com
desprendimento de gases.
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Vidraria

Finalidade

Vidraria

Finalidade

Balao volumetrico:
Possui volume definido
e & utilizado para o
preparo de solu¢des
em laboratdrio

BECKER: E de uso geral
em laboraldrio. Serve para
fazer reagbes entre
solugdes, dissolver
substancias solidas,
efetuar reagdes de
precipitacéo e aquecer
liquidos.

Bureta: instrumento
utilizado em titulactes
para medidas precisas
de liguidos. A bureta &
ideal para analises
volumetricas porque
possui graduagao em
seu comprimento para
facilitar a leitura de
volume escoado.

L

Cadinho: Peca
geralmente de porcelana
cuja utilidade & aguecer
substancias a seco e com
grande intensidade, por
isto pode ser levado
diretamente ao Bico de
Bunsen.

Capsula de
Porcelana: Peca de
porcelana usada para
evaporar liquidos das

solugdes

Condensador:

Utilizado na destilagao,
termn como finalidade
condensar vapores
gerados pelo aquecimento
de liguidos

a vacuo. Pode ser
usado com a fungdo de
FILTRO em conjunto

com o Kitassato.

i Dessecador: Erlenmeyer:

Usado para guardar Utilizado em titulagoes,
substanclas em aquecimento de liquidos e
atmosfera com baixo para dissolver substancias
indice de umidade e proceder reagoes entre

solugbes
Funil de Buchner; Funil de separagao:
Utllizado em filtragdes Utilizado na separagao de

liguidos nac misciveis e
na extragdo liquido/iquido

Funil de haste longa:
Usado na filtragac e
para retengdo de
particulas solidas. Nao
deve ser aquecido.

v
i?
:
a

KITASSATO:

Utilizado em conjunto com
o FUNIL DE BUCHNER
em FILTRAGOES a vacuo
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Vidraria Finalidade Vidraria Finalidade
I Pipeta graduada: Pipeta volumeétrica:

Utilizada para medir Usada para medir e

pequenos valumes. transferir volume de

Mede volumes liquidos. Nao pode ser

variaveis. Nao pode ser aquecida, pois possui

aquecida grande precisao de
medida.

Proveta ou cilindro Tubo de ensaio:

graduado: Empregado para fazer

Serve para medir e reacies em pequena

transferir volumes de escala, principalmente em

liquidos. Nao pode ser testes de reagao em geral.

aquecida Pode ser aquecido com
movimentos circulares e
com cuidado diretamente
sob a chama do Bico de
Binsen.

-~ . Vidro de reldgio:
—— Peca de Vidro de forma

concava usada em

analises e

evaporagies. Nao

pode ser aquecida

diretamente

OUTROS EQUIPAMENTOS DE INTERESSE
Equipamento Finalidade Equipamento Finalidade

Anel ou argola:
Usado como suporie
do funil na filtragéo

Autoclave: Utilizado para
esterilizacéo de produios,
tanto material “limpo” a
ser ufilizado, mas como
também material a ser
descartado (antes de
envio para o lixo
“comum”).

Agitador Magnético:
utilizado para mistura
de liguidos ou
amostras. Utiliza uma
‘isca” para agitaco.
Alguns veam com
chapa aquecedora

Banho Maria: Ulilizado
em laboratdrios para
aquecer substancias
liquidas e solidas que ndo
podem ser exposias
diretamente no fogo e que
precisam ser aguecidas

tenta e uniformemente.

55




Microbiologia:

Roteiros de praticas, desafios e possibilidades para o cumprimento do

ementario em uma Escola Técnica Federal

OUTROS EQUIPAMENTOS DE INTERESSE

microbiana, oxidacao e
demais reagtes néo
desejaveis, garantindo
gualidade e vida de
prateleira de produtos
alimenticios,
farmacéuticos e
cosméticos.

Equipamento Finalidade Equipamento Finalidade
Analisador de Alca microbiolagica:
Atividade de Agua: utilizada para inoculacdo
Utilizado para de microrganismos em
prevencao da meios de cultura e rotinas
proliferagéo de bacteriologia em geral.

Ver tambem: Alca de

Flambagem e Alca
Drigalski

Balancga digital:
Para a medida de
massa de solidos e
liquidos néa volaleis
com grande precisao

Capela: |deal para
eliminar vapores
loxicos e odores

Bico de Biinsen:

E a fonte de aquecimento
mais utilizada em
laboratdrio. Mas
contemporaneamente tem
sido substituido pelas
mantas e chapas de
aguecimento

ensaio:
E usada para suporte de

durante a manipulagéo tubos de ensaio.

de reagentes em

laboratorios

Estufa de — Estufa bacteriologica:

esterilizagao: utilizada
para secar matenal.

utilizada para cultivo e
preparo de reagentes,
normalmente com
temperatura constante
(36°C).

Forno micro-ondas:
Utilizado com meio
alternativo ao
aquecimento (avaliar
se havera danos a
amaostra em estudo)

Geladeira: conservagéo
de reagentes ou meios de
cultura que requerem
temperatura baixa e sob
contrale uniforme.

Garra do
Condensador: Usada
para prender o
condensador a haste
do suporte ou outras
pecas como baldes,
erlenmeyers e outros.

Laminula: proteger a
objetiva do microscopio do
material da ldmina.

Ldmina: acondiciona o
material a ser examinado
ne microscopio.
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OUTROS EQUIPAMENTOS DE INTERESSE

sob identificagao.

Equipamento | Finalidade 'Equipamento Finalidade
Microscopio: utilizado Oleo de imersao: permitir
para ampliar a imagem melhor resolucéo da
dos microrganismos - imagem do microscopio

guando se utiliza a
“objetiva de 100". O dleo
minimiza a disperséo da
luz

Membrana filtrante:
filtragdo de amostras
de pequeno porte
(porosidade de 0,45
Hmj.

Mufla: Forno Mufla é
utilizado em laboraldrios
para o processo de
caleinagao. Pode chegar a
1000°C.

Pera de borracha ou
Pipetador de 3 vias:
Tambem chamadas de
pipetadores por trés
vias, as péras de
sucgdo sao utilizadas
para auxiliar na sucgio
de liquidos em pipetas.

Pipeta automatica:
utilizado para medigéo e
transferéncla de
pequenos volumes
liguidos. E um instrumento
gue utiliza ponteiras
descartaveis.

Pipetador Pi-pump:
faz a sucgao do liquido
ou transferéncia por
meioc de uma roldana, o
que facilita o manuseio

Pipeta Pasteur: &
usada para
transferéncia de
liguidos em geral
através de aspiragéo e
dispensacao feita
atraves do bulbo para
sucgao. Geralmente
feita de plastico, ela
nao possul precisao
como outros tipos de

pipeta

o~

Placa de Petri: recipiente
estéril, constituide por
uma base & tampa, ideal
para crescimento da
amostra em condigBes
controladas.

Pinga de madeira:
Usada para prender o
tubo de ensaio durante
o aquecimento

Pinca metalica: Usada
para manipular objetos
aquecidos
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Finalidade

'Equipamento

OUTROS EQUIPAMENTOS DE INTERESSE

Finalidade

Equipamento

TR TTTIRETARRRT AR

‘Tela de amianto:
Suporte para as pecas
a sarem agquecidas, A
fungdo do amianto é
distribuir
uniformemente o calor
recebido pelo bico de
bunsen

Tripé: Sustentdculo para
efetuar agquecimentos de
solugbes em vidrarias
diversas de laboratério. E
utilizado em conjunto com
a tela de amianto

Vidro Cristal: vidro de
alta gqualidade e
transparéncia,
geralmente
denominado vidro boro
que possui maior
resisténcia a chogues
térmicos, mecanicos a
quimicos

Vidro ambar: & o vidro
escurecido, utilizado na
maioria das vezes para
diminuir o efeito da luz no
armazenamento de
compostos fotossensiveis

\ortex: utilizado para a
agitagao e
homogeneizagio de

i liquidos contidos em
pequenos tubos ou

frascos

ALGUNS CONCEITOS E REAGENTES DE INTERESSE

Agua Destilada: n3o
contém elementos
organicos. A parte
inorganica fica no
residuo da destilagdo.
Assim, a agua
destilada quase
sempre é pura. A
agua destilada é
estéril enquanto
estiver protegida do ar
ambiente.

Agua deionizada: A
deionizacéo (ou
desmineralizagdo) é
um processo de
remocgao de ions
(cations/anions)
através de um
sistema de resinas
trocadoras de ions.

Agar Bacteriolégico:
€ um agar purificado
no qual impurezas,
pigmentos e sais foram
removidos ou
reduzidos ao minimo.
E um extrato
hidrossoluvel extraido
de algas vermelhas e
pode ser utilizado
como agente
solidificante em meio
de cultura
bacteriologico ou para
determinar motilidade
e crescimento de
anaerobios e
microaerofilos.

Agar: substancia em
gel colocada na placa
de Petri que suporta e
propicia o crescimento
dos microrganismos.

Meio de cultura:
base que oferece
nutrientes,
favorecendo o
crescimento de
determinado
microrganismo.

Inéculo: quando os
microrganismos de
interesse sdo
colocados em um
meio de cultura para
iniciar o crescimento

Cultura: quando
microrganismos
crescem e se
multiplicam no meio.

Incubagao: processo
de laboratério, por
meio do qual se
cultivam
microrganismos com o
fim de estudar ou
facilitar o seu
desenvolvimento.

Fonte: Adaptado de Salvatori et al., (2013) e UNESP (2013)
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1.3—MODELO DE RELATORIO DE AULA PRATICA

Todas as aulas praticas deverdo ser acompanhadas do respectivo relatério. O modelo de
relatério é apresentado no Apéndice I. Abaixo é apresentada a estrutura do relatério. O mesmo
deve serentregue preferencialmente ao final de cada aula.

1-Titulo: Aborda o nimero daaula e oassunto abordado. Ex: Aula4—0 uso do Microscopio.

2 — Introducdo: Um breve paragrafo sobre a contextualizacdo do assunto da aula. Sdo as
informagdes mais relevantes sobre o assunto abordado.

3 — Objetivos: Descrever o objetivo da aula, podendo existir “um” objetivo geral e outros
objetivos especificos.

4 — Material e Métodos: Relacionar os materiais utilizados e em linhas gerais o passo a passo
da pratica.

5 —Resultados: apresentar os numeros finais da aula ou informacgdes gerais extraidas. Pode
utilizar ilustracdes (desenhos e graficos manuscritos) e até fotografias da aula (caso
disponha detempo paraimpressao). Deve relatarainterpretacdo dos resultados.

6—Conclusao: deve ser diretamente ligado ao objetivo, ou seja, se foi alcancado ou nao.

7 —Bibliografia: Citar a bibliografia utilizada.

Exercicios

1) Por que se utiliza o vidro no laboratério em detrimento de outros materiais, mesmo
sabendo-se dos riscos relacionados a quebras e/ou acidentes com este tipo de material?

2) Quais os cuidados para preservar a durabilidade das péras de borracha?
3)Qualaimportancia pratica do conhecimento das vidrarias no dia a dia do laboratério?

4) Um estudante pretende preparar uma solugdo de 300 mL de dgua com 10g de agucar. Qual
amelhorvidraria a ser utilizada para esta preparacao? Justifique.

5) Quais sdo os principais riscos relacionados no laboratério do campus e quais medidas
devem ser adotadas para preveni-los?

6) Manuseio:

a) Faca a transferéncia de 1 mL (agua) do Béquer para 5 tubos de ensaio com o uso da Péra
de Borracha e Pipeta.

b) Coloque alaminula sobre alamina com o uso da pinga (faca a flambagem em chama).

c) Use o pipetador para fazer a transferénciaindicada naletra “a”.
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UNIDADE 2
MICROSCOPIA OTICA

Objetivos

* Conhecer os tipos de microscépios;
* Conhecer os componentes do microscopio dptico;
*Visualizar laminas temporarias e permanentes

Duragdo: 4 aulas

Método
Aula expositiva.

Manuseio das |aminas e visualizacdo ao microscopio.

2.1-MICROSCOPIA

Uma grande ansiedade das aulas de microbiologia é a possibilidade de visualizagdo das imagens
microscépicas. O olho humano tem poder de resolucdo nafaixade0,1a0,2mm.

A microscopia éptica (MO) refere-se ao uso de qualquer tipo de microscépio que utilize luz para
observar amostras. Ele aumenta as imagens através da luz, que apds incidir sobre a amostra, passa
pelas lentes objetivas (que formam e aumentam aimagem) e oculares (Que aumentam aimagem).

O Poder de resolucdo é a capacidade de distinguir dois pontos muito préximos um do outro,
sendo que os microscopios épticos tém um limite de resolucdo da ordem de 0,2um. Isso significa
gue dois pontos separados por uma distancia de pelo menos 0,2um sdo visualizados. Todavia,
faz-se necessaria que a amostra seja suficientemente fina para que os raios luminosos a
atravessem, bem como indices de refracdo ou coloracao diferentes do meio que a circundam.

O indice de refracdo é a medida de capacidade de curvatura da luz em um meio. O indice de
refracdo é alterado por coloracdo (contetddo de outras unidades da disciplina).

Para preservar a direcdo da luz na maior ampliacao utiliza-se o dleo de imersao, pois possui o
mesmo indice de refracdo que o vidro.

Informagdes importantes
a) Microscopio 6ptico apresentaampliacdode 60a 1000 x (ondas luminosas)
b) Microscdpio eletronico de varredura: 20a100.000x;

c) Microscopio eletronico de transmissao (feixe de elétrons): 1000 a 500.000 x;
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d) Unidade de medida maisadotada no microscépio: é o Micrémetro (um), que é 1073 mm;

e) Menor objeto visto com perfeicdo ao microscépio de luz: 0,2um, sendo que 0,2um x
1000=0,2mm.

Partes do microscopio dptico tipico
1) Base: é o suporte do microscopio, pega que sustenta todas as outras.

2) Braco ou estativa: é a peca que liga a base até a parte superior do microscopio e onde se deve
segurar o microscépio paraser transportado.

3) Fonte de luz ou lluminador: normalmente uma lampada ou, em modelos mais antigos, um
espelho, que se apoia na base do microscépio. No caso da fonte de luz ser uma lampada, pode-
se observar, ao lado da estativa ou da base do microscopio, o interruptor da lampada e o
regulador daintensidade luminosa.

4) Lente condensadora (Condensador): de forma circular e situado entre a platina e a base, o
condensador converge os raios luminosos provindos da lampada e projeta-os como um cone
deluzsobre o material que esta sendo examinado.

5) Diafragma (Filtro de luz): fica abaixo da lente condensadora e se liga a uma alavanca que permite
suaabertura ou fechamento, levando ao controle da passagem total ou parcial daluz.

6) Platina: € uma placa de metal com um orificio no centro, por onde passam os raios luminosos. O
objeto que vai ser observado é colocado sobre uma lamina de vidro e esta, sobre a platina,
exatamente em cima do orificio.

7) Charriot: Localizado acesséria e superficialmente a platina, é formado por uma presilha, dois
botdes giratdrios e dois trilhos que tém a funcdo de movimentar a lamina no plano e assim
permitira observacdodetodaasuaarea.

8) Lentes objetivas: sdo lentes que projetam uma imagem aumentada e invertida do objeto nas
oculares e inserem-se no revélver, através de rosca. Toda objetiva traz gravado o nimero do
aumento que proporciona. A objetiva de 100X é também chamada objetiva de imersao e é
somente utilizada com dleo especial, o qual permite maior refracdo da luz para dentro da
objetiva, corrigindo a pouca luminosidade nas observacGes feitas em grandes aumentos. Apds
ouso, o 6leo éremovido comxilol, éter ou benzina, embebido em papel especial ou algodao.

9) Revdlver: pega encontrada abaixo do canhdo naqual seinseremas lentes objetivas. E dotado de
um movimento de rotacdo que permite posicionar a objetiva desejada para a observacdo do
materialaseranalisado.

10) Canhao: parte superior do microscopio, contém um conjunto de espelhos que projetam a
imagememdiregdoasoculares nele encaixadas.

11) Lente ocular: aumenta aimagem do objeto apds 0 aumento ja proporcionado pela objetiva. E
através desta lente que o observador vé aimagem do objeto (dai o nome ocular, umavez que o
olho do observador estd colocado a frente dela). Toda ocular traz gravado o nimero de
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aumentos que proporciona. Para saber-se em que aumento vemos um objeto ao microscépio,
basta multiplicar o nUmero do aumento dado pela objetiva pelo nimero do aumento dado
pela ocular. Por exemplo, se a objetiva usada aumenta 5X e a ocular aumenta 10X, o objeto esta
sendo observado com um aumento total de 50X.

12) Macrométrico e micrométrico (ajuste grosso e fino, respectivamente): na parte lateral da
estativa existem 2 parafusos encaixados um no outro. O maior deles é o macrométrico, que
permite grandes avancos ou recuos da platina em direcdo a objetiva, enquanto o micrométrico
permite pequenos avangos ou recuos. Esse movimento da platinaleva a focalizagdo do material
observado emdiferentesaumentos.

Figura 1 — Partes do Microscépio Optico

de iz que e no condenasdor
Numinador Fonie da uz

Parafuso
(foco grosseino]

B SN

{ajuste fine do foce)
&) Principass paries o fungies b Trajoddeia da lur (do balwo pars cima)

Fonte: Tortora et al., 2012.

Observagao daamostra

Siga as normas de uso do microscdpio descritas a seguir para proceder a observacdo nos
aumentos de 4X, 10X, 40X e 100X. Observe na figura a seguir a distancia entre lamina e objetivas
durante a observacao (figura 2):
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Figura 2 — Distancia entre a Lente Objetiva e a lamina.

objetivas

retratil riratil imarsio

larminas () O ETIEFSED

Fonte: IFSC, 2017.

1) Coloque a lamina sobre a platina, segurando-a com uma das maos e abrindo a presilha
com a outra. Procure colocar a amostra o mais centralizado possivel em relagdo ao feixe
deluz;

2) Gire o revodlver, encaixando a objetiva de menor aumento (4X ou 10X). Sempre use da
menor paraamaior;

3) Acenda a luz do microscopio (acione primeiramente o interruptor e em seguida o
regulador de intensidade) e centralize o material na platina utilizando o charriot. Faca
issoolhando lateralmente, o que facilita a operacao.

4) Movimentando o macrométrico, levante a platina até o ponto maximo, sem que alamina
encoste na objetiva.

5) Ajuste a distancia interpupilar.

6) Olhe através das oculares e, utilizando o macrométrico, desca lentamente a platina até
gue se possa visualizar o material a seranalisado.

7) Acerte o ponto exato do foco com o micrométrico e, caso seja necessdrio, proceda ao
ajuste de dioptria: tape um dos olhos, focalize com o micrométrico, troque o olho tapado
e ajuste o foco no anel existente (se houver) na base da ocular correspondente ao olho
aberto.

8) Corrija aintensidade de luz e abertura do diafragma para evitar ofuscamento e permitir a
percepcao de profundidade de campo e o contraste desejados.

9) Observe o material atentamente trabalhando o foco fino com o micrométrico.

10) Gire o revélver para passar para a proxima objetiva de maior aumento, lembrando
sempre de regularaintensidade de luz e a abertura do diafragma, bem como de corrigira
focalizagdo com o micrométrico. Nao utilizar o macrométrico para a focalizagao a partir
desta etapa. Somente o micrométrico.
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11) Realize a observacdo nas objetivas de 10X e 40X.

12) Para utilizar a objetiva de 100X é imprescindivel o uso do 6leo de imersdo sobre alamina:
gire orevolver de modo a deixaralamina entre as objetivas de 40X e 100X.

13) Encoste o conta-gotas contendo o dleo de imersdo na lamina, exatamente sobre a
amostra. Nao é necessario apertar o bulbo do conta gotas. Uma pequena gota de dleo é
suficiente paraaobservacao.

14) Atentamente, gire o revélver para encaixar a objetiva de 100X e ajuste o foco com o
micrométrico. Uma vez utilizado o 6leo de imersao na objetiva de 100X, jamais retorne
para as outras objetivas (que ndo necessitam de 6leo), pois o dleo suja as lentes e
interfere navisualizagdo.

15) Apds avisualizacdo na objetiva de 100X, o 6leo de imersdo deve ser removido da objetiva
logo apds o uso com um pedaco de algoddo embebido em solugdo de limpeza
(éter/etanol).

16) Anote qual é a abertura numérica (AN) de cada lente objetiva.

17) Terminada a observagao, encaixe a objetiva de menor aumento, abaixe totalmente a
platina, deixe a intensidade de luz no minimo e desligue-a, retire a lamina, limpe o
microscopio, cubra-o com a capa e guarde-o.

18) Como conduta de boas praticas de laboratdrio, guarde todo o material utilizado durante
aaulaelimpeabancadacom alcool 70%, deixando-a limpa.

Caracteriza¢ao das lentes objetivas

Figura 3: Informacg&es bdsicas nas lentes objetivas.

Abertura numérica e nmssﬁaﬁ&ﬂ e
Espessura da Iﬂnﬂm[m}qhﬁ"' e ser

Fonte: IFSC, 2017.
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Pararealizagdo de cdlculos:

Ampliacdototal=ampliacdo da ocularx ampliacdo da objetiva.
Limite de resolucdo (LR)=kxA /AN, onde:
k=0,61 (constante)

A = 0,55 (em um, é o comprimento de onda que corresponde a radiacdo na banda do
amarelo-verde e paraa qual o olho humano apresenta maior sensibilidade).

Exercicios

1) Preenchaatabela.

Microscopio (Marca e
modelo, se disponiveis)
Ampliacdo da ocular
Ampliagao das objetivas 4x 10x 40x 100x
Ampliacao total
Abertura numérica
Limite de resolugéo

2) Faca avisualizagdo da lamina entregue pelo professor utilizando todas as objetivas, mas
em apenas 2 minutos.

3) Fagaodesenhodaestruturavisualizada.
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2.2 - AULAS EXTRAS DESTA UNIDADE

As aulas extras visam oferecer o conteido complementar, que pode ser utilizado ao longo do
ano, como por exemplo, em alguma Mostra Académica.

2.2.1-Microscopio com o seu celular

Inimeros videos disponiveis na Internet ensinam a fazer um “microscdpio caseiro” a partir do
seu smartphone. Embora com limitagdes para visualizacado a nivel celular, estruturas do tecido
vegetal e de pequenos animais podem ser observadas com maior nitidez para estudos, pois a
imagem pode ser ampliada em mais de 100 vezes.

Facavocé mesmo e experimente outras op¢des também!

Materiais
3 parafusosde4%” x5/16”
9 porcasde5/16”
2 porcasdeorelhasde5/16” (porca “borboleta”)
S5arruelasde5/16”
1 plataforma de madeira paraabasede2cmx18cmx 18 cm
1 plataforma de acrilico paraocelularde0,3cmx18cmx18cm
1 plataforma de acrilico para os objetosde 0,3cmx7,6 cmx18cm
1 Lente delaser de caneta (ou duas lentes, se quiseraumentar aampliacao)

Lanternaou LED (necessario para visualizar amostras de contraluz)

Ferramentas

Broca para perfurar e Régua

REFERENCIAS
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2.2.2- Aplicativos para aulas de Microbiologia

Ainternet oferece uma série de ferramentas que podem aprofundar o conhecimento. Entre elas,
tem o MOL — Microscopia Online — produzido pela USP — Universidade de Sao Paulo. Sao
visualizagdes de histologia.

Link: http://mol.icb.usp.br/

Ha também aplicativos disponiveis para o celular. Alguns estdo listados abaixo:
Guia de parasitologia (versdao com custos):

https://play.google.com/store/apps/details?id=com.tadeurocha.appparasito&hl=pt-br

Células procariontes (Unicamp):

https://www?2.ib.unicamp.br/Ite/bdc_uploads/materiais/versaoOnline/versaoOnline805_pt/S
_2 1 9 Lam_cel_proc/Microscopio.swf

Bacteriologia

https://play.google.com/store/apps/details?id=BacteriologiaFree.Doctor

Microbiologia

https://play.google.com/store/apps/details?id=com.andromo.dev474745.app459179&hl=pt_BR

2.2.3-Coleta de amostras

Uma importante etapa no dia a dia do laboratdrio é a preparacdao de amostras para analises.
Obviamente que em funcdo do que se estd analisando, hd uma série de peculiaridades.
Elencamos algumas regras basicas para vocé seguir, sendo:

- Procure fazer amostras em duplicata, principalmente em experimentos cientificos;

- Sempre utilize material autoclavado para fins de manuseio da amostra, pois caso contrario
poderdindicar “falso resultado”;

- N3o deixar objetos pessoais sobre a bancada e higienizar a bancada com Alcool 70 antes e
aofimdas atividades;

- Proceder a manipulagao de vidrarias e materiais diversos préoximo a chama ou na capela
(uso do exaustor e raio UV, quando couber);

- O USO DE LUVAS ESTEREIS DURANTE A ATIVIDADE E INDISPENSAVEL, bem como outros
mais quando necessario (6culos de seguranga, mascara facial, calgados fechados e jaleco).
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2.2.4-Preparagdo de ldminas

A preparacdo de laminas microscépicas visa a melhor identificacdo das estruturas quando sob
investigacdo/visualizagdo. Existem 2 tipos de laminas: 1) laminas preparadas a fresco; 2) laminas
permanentes. Neste primeiro momento daremos énfase a laminas a fresco, que fundamenta-se
na observacdo de microrganismos vivos (bactérias, protozoarios, fungos e leveduras) em
suspensdo do material bioldgico entre laminas e laminulas, onde se pode observar as formas e
os movimentos dos mesmos. A seguir sao apresentadas duas preparacoes de [aminas.

a) Preparacaodelaminaspara primeiraaula de microscopia
1) Cortarum pedacodejornal de aproximadamente 1 cm;
2) Limpar bem umalaminae, com um conta-gotas pingar, sobre ela, uma gota de dgua;
3) Sobreagotacolocaropedaco dejornal e esperaralguns segundos;
4) Sobre ojornal colocar umalaminulalimpa;
5) Se houverbolhasde ar pressionar levemente alaminula com uma pinga;
6) Levaralamina preparadaao microscopio;
7) Iniciaraobservacdao em menoraumento.

b) Preparacdo deldaminas em geral. OBS.: Outras preparacdes e com mais detalhes técnicos
ocorrerdo nasaulas seguintes e nos proximos bimestres.

A preparacdo de laminas nem sempre é uma atividade simples, todavia, é possivel alcancar
bons resultados para observar diversas estruturas, como cloroplastos em células de (planta
de aquario). Neste roteiro, o foco sera a preparagao microbioldgica. Assim, tem-se como
sugestoes:
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1) Células daboca:
a.Raspelevemente ointerior daboca com um cotonete;
b. Passe o material coletado sobre umalamina (25 * 75mm);
c. Cologue uma gota de corante azul de metileno;

d. Cubra o material comalaminula.

2) Observacdo do micélio do fungo:
a.Colocaruma gota de dgua (ou corante) nalamina (25 * 75mm);
b. Pegar parte do micélio com alca de repicagem ou fita colante (durex);
c. Colocar o micéliosobre alamina;
d. Colocaralaminula (ndo usar laminula quando usar durex);

e.Observar nosaumentos de 40x e 100x (400x se for necessario).

Lembre-se de que, para observar uma estrutura no microscépio, deve haver passagem do feixe
de luz. Assim sendo, materiais muito grossos sao impossiveis de serem visualizados, sendo
necessdria a realizagao de cortes.
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UNIDADE 3
EXPERIMENTO COM CELULAS

Objetivos

* Conhecer os processos de difusdo e as principais caracteristicas;

* Desenvolver algumas atividades praticas e observar o efeito osmatico;
* Conceituar ostipos de osmose e as possiveis aplicacdes na industria.

Duragdo: 4 aulas

3.1-OSMOSE

Breve conceituagéo sobre Osmose

A membrana controla a atividade na periferia celular, ou seja, controla o fluxo de moléculas e
ions, além das reagdes quimicas que produzirdo o metabolismo. Logo, as células vivas mantém
gradientes de concentragao do meio intracelular e extracelular por meio de suas membranas.
Assim, gradientes diferentes ocorrem para proteinas, K, Na e Cl, por exemplo.

Muitas das proteinas da membrana sdo enzimas e estas funcionam como receptores para as
mensagens quimicas vindas de outra célula ou do meio externo.

A membrana atua na atividade celular em: Compartimentalizagdo, base para atividade bioldgica,
barreira seletiva, transporte, resposta a sinais externos, interagdes entre células e energia.

A membrana é um mosaico fluido de fosfolipideos e proteinas, sendo que as moléculas de
fosfolipidio formam a bicamada. Colesterol e proteinas estao inseridos na camada fosfolipidica.

Os principais mecanismos para atravessar a membrana sao relacionados abaixo:
1. Transporte Passivo
Difusao
Osmose (agua)
Difusdo facilitada
2.Transporte ativo
3.Endocitose
4. Exocitose

5. Canais lonicos
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Na pratica de hoje abordaremos a Osmose, que é um processo de Transporte Passivo, ou seja,
sem gasto de energia.

Logo, a osmose se da pela difusdo da dgua através de uma membrana semipermeavel, de forma
gue a dgua se mova de uma drea de menor concentracdo de soluto para uma de maior
concentracdo. Afigura abaixoilustra esta situacao.

Figura 1 — Representacdo da Osmose. “Clusters” sdo aglomerados

Fonte:
http://www?2.ig.usp.br/docente/henning/Disciplinas/Bioquimica%20QBQ230N/aula_transporte.pdf

Adguasedifunde pelamembrana poralguns mecanismos, sendo:
a) Difusdo direta através da membrana (atuagdo entre o citoplasma a membrana);
b) Por pequenos espacos criados momentaneamente por dois fosfolipideos adjacentes;

c) Por porosformados por proteinas permeaveis a 4gua (aquaporinas).
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Existem 3 classificacdes no processo de osmose e que sdo de interesse, sendo:
Meio isoténico: quando dois meios possuem a mesma concentragao de espécies quimicas.
Meio hipoténico: quando a concentracao do soluto é menor que a concentracao do solvente.

Meio Hiperténico: quando a concentracao do soluto é maior que a concentracao do solvente.

Assim, em fungdo da variacdo da concentracao, podera ocorrer alteracao na forma da célula, a
chamada tonicidade. Objetivamente, tonicidade é a capacidade de uma solucdo reduzir ou
aumentar ovolume celular.

Mas afinal, qual a importancia da osmose para os seres vivos em geral? (adaptado de Mundo
Educacdo e Tortoraetal.,2012)

O nosso sangue apresenta uma pressao osmotica de cerca de 7,8 atm, sendo que as hemacias ou
glébulos vermelhos também. Isso permite a passagem facil de moléculas de dgua para dentro e
para fora das hemacias. E por isso que o soro fisioldgico e as injecdes intravenosas devem
possuir a mesma pressdo do sangue. Dessa forma, dizemos que o soro e os gldbulos vermelhos
saoisotdnicos.

Outro exemplo é a ascensdo da seiva nas plantas. As raizes das arvores funcionam como uma
membrana semipermedvel permitindo a passagem de dgua, ureia e outras substancias, mas
impedindo a passagem de ions sddio, glicose e outros. Como a solu¢do que estd dentro da raiz da
planta é mais concentrada que a da terra, ocorre a passagem de agua pela raiz para dentro da
planta. Para que essa agua suba e atinja todas as regidoes da planta, a pressdao osmotica pode
atingirvaloresde 50 atm.

Para complementar esse assunto no ambito dos vegetais, procure estudar sobre capilaridade,
gue é tendéncia que os liquidos apresentam de subir em tubos capilares ou de fluir através de
corpos porosos, causada pela tensao superficial. Podemos dizer que a capilaridade é o processo
em que ocorre a condugao de um liquido por tubos muito finos. Isto se deve as propriedades de
coesdo e adesdo da agua, que respectivamente sdo, aunido entre as moléculas de agua, e aforga
entre um liquido e a superficie de um sélido.

E nas bactérias, o que pode ocorrer?

Alguns antibidticos (como a penicilina) danificam a parede celular bacteriana, induzindo o
rompimento ou a lise celular. Normalmente isso ocorre porque o citoplasma bacteriano tem
uma concentra¢dao muito alta de solutos, que quando a parede é enfraquecida, agua adicional
entra na célula por osmose, o que leva a sua ruptura. As bactérias gram-negativas apresentam
paredes celulares mais fracas.

73



Microbiologia: _ o .
Roteiros de praticas, desafios e possibilidades para o cumprimento do @ ‘
ementdrio em uma Escola Técnica Federal ==

E nos animais, quais asimplicagdes da Osmose?

Os animais aquaticos de agua doce tém um grande problema para resolver, que é a chamada
osmorregulagdo. Como a concentracao de sais no fluido da célula é maior é maior que no
ambiente de dgua doce (isto &, os fluidos sdo hipertdnicos), entdo a dgua doce tende a entrar na
célula por osmose. Os animais de agua doce, sejam os protozodrios ou peixes com as suas
guelras, necessitam de um mecanismo para excretar a dgua (sdo os vacuolos contrateis nos
protozodrios e rins nos peixes). Por isto a dificuldade de espécies de agua doce “invadir”
ambientes marinhos. J& os animais marinhos sao hipoténicos (corpo tem contetdo salino
inferior ao do mar), desenvolveram um metabolismo que implica na excre¢do do sal e retencao
dadguanocorpo celular (ODUM, 2004).

E quais sao as possibilidades para o uso dos conhecimentos sobre Osmose?

Em uma rapida busca nos sites de pesquisa cientifica, vocé vera o uso da Osmose em tratamento
de dguas residuarias, dessalinizagdo da dgua do mar, cultivo por meio de hidroponia, tratamento
de dgua naindustria farmacéutica, e outras mais.

E 0 que vem a ser osmose reversa ou osmose inversa?
Como ndo é otema desta aula, seremos sucintos.

Ocorre quando aplica-se um gradiente superior a pressao osmatica do lado da solugdo mais
concentrada, de forma que havera o fluxo da dgua do lado mais concentrado para o mais diluido,
fendmeno este chamado de osmose reversa. Cabe destacar que a passagem da agua se da por
meio de uma membrana semipermeavel, da solucdo concentrada para diluida, mas que na
verdade se da da solucdo de maior energia para menor energia, de forma similar a que ocorre
comaosmose (METCALe EDDY, 2016).

Sao propostas 5 praticas.
Pratica 1: osmose com as folhas de alface
Primeira parte:

Materiais: Alface fresca; Agua; 1 prato ou vasilha; Geladeira.

Passo a passo:

1 - Colocar a folha de alface em uma vasilha sem tampa na geladeira por 24h. A folha perde
aguanageladeiradevido ao fluxo do ar frio e seco no seuinterior.

2 — Decorridas as 24h, colocar a mesma folha de alface em uma vasilha com agua
(levemente submergida) e aguardar por 3h.
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Exercicio:

1 — Registre em seu caderno ou relatério o que aconteceu com a folha de alface. Quais
seriam os motivos para este comportamento?

Segunda parte:
Materiais: Alface fresca; Agua; 1 prato ou vasilha; geladeira; 1 colher; Sal de cozinha
Passo a passo:

1 - Coloque uma folha de alface em um recipiente e adicione sal (aproximadamente uma
colherdecha).

2—Aguardar por aproximadamente 3h, até que afolha perca fique aparentemente murcha.

Exercicio:

1 — Anote no seu caderno o relatdrio o que ocorreu. Qual seria a explicacdo para este
fendmeno?

Pratica 2: osmose com células da folha de Elodea

A Elodea é uma planta ornamental usada em aquarios e que pode ser facilmente adquirida em
lojas especializadas. E uma monocotileddnea da familia Hydrocharitaceae.

Materiais: Folhas de Elodea, microscopio, pipeta Pasteur, lamina, laminula, NaCl e papel defiltro.
Passo a passo:
1-Comuma pinga de pontafina, coletar um pedaco com cercade 0,5 cm dafolha de Elodea.

2 - Colocar o pedaco de folha sobre a [amina. Usando a Pipeta Pasteur ou conta-gotas, pingue
uma gota de dgua sobre o mesmo. Cobrir a preparagao com uma laminula.

3—Pressione levemente alaminula pararetiraras bolhasde ar.
4—0bservar ao microscépio seguindo os cuidados observados naaula 2.

5 — Usando o frasco contendo a solu¢ao de NaCl pingue em um dos lados da laminula uma
gota dasolucdo. Encostar um pedaco de papel de filtro do lado oposto ao que foi pingada a
solucdo de NaCl de forma a substituir a dgua pelo cloreto de sddio.

6—Observar novamente ao microscopio e registrar.

OBS.: Colocarsal de cozinha (NaCl) em dgua destilada até que deixe de formar uma solucdo.
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OBS.: Para uso da objetiva de 100x, use o 6leo de imersao, pois ele possui interface liquida no
mesmo indice de refracdo da objetiva. A sua utilizacdo impedird que os raios luminosos nao se
dispersem ao atravessarem o conjunto lamina-éleo, permitindo a entrada de um grande cone de
luz na objetiva, o que melhora a visualizagdao do material. Pingue uma pequena gota do 6leo em
cima da laminula somente quando for visualizar com a objetiva de 100x. Atente-se quanto aos
cuidados de seguranca mencionados na aula 2 (risco de quebra dalamina e laminula).

Exercicio:

1 - Por que podemos ver facilmente os cloroplastos, mas ndo o complexo de Golgi, o reticulo
endoplasmatico ou as mitocondrias?

2—Quais estruturas celulares foram observadas?

3 - Qual a evidéncia observavel de que ocorreu perda de dgua do interior da célula para o
meio externo quando a Elodea foi colocada em uma solugdo concentrada de cloreto de
sodio?

4-Asolugao de NaCl é hipotonica ou hipertdnica em relagdo ao meio interno da célula?

5 - E possivel prever o que ocorrera com as células da Elodea se forem retiradas da solucdo
de cloreto de sédio e colocadas novamente em dgua? Justificar asuaresposta e lembre-se
davariavel “tempo”.

Pratica 3: osmose com sangue de boi

Breve introdugdo: A hemadacia contém um pigmento de coloracdo vermelha chamada
hemoglobina, que é uma proteina presente nos eritrécitos (hemacias), constituindo
aproximadamente 35% de seu peso. Tem a funcdo de transportar o oxigénio, levando-o dos
pulmdes aos tecidos de todo o corpo. Além disso, tem a funcdo de transportar nutrientes para as
células erecolher as suas excretas.

Materiais: 12 tubos de ensaio para centrifuga; 2 pipetas de 5mL; 1 litro de solugdao de NaCl a
1,0%; sangue: 1,5 ml por bateria de 12 tubos; 1 litro de agua destilada; 2 suportes para tubos de
ensaio e caneta para escrever emvidro.

Etapal:
Passo a passo:

1-Prepareos 12 tubos de ensaio de acordo com a tabela abaixo, numerando-os com caneta.
Para colocar as duas substancias nos tubos utilize duas pipetas individualizadas.
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Tabela 1 — Identificacdo dos tubos

Frasco | NaCl 1% deifill.: da Concentracao (%)
1 10 mi 0,0 mi
2 8,5 ml 1,5 ml
3 7.5 ml 2,5 mi
4 6,5 mi 3,5mi
5 6,0 ml 4,0 ml
6 5,5 ml 4.5 ml
7 5,0 ml 5,0 ml
8 4,5 ml 5,5 ml
9 4,0 ml 6,0 ml
10 3,5ml 6,5 ml
11 3,0 ml 7,0 ml
12 2,5 ml 7.5 ml

2-Pingue 2 gotas de sangue em cada tubo. Agite levemente.
3-Observe atentamente os 12 tubos e apds 10 minutos descreva o observado.

4 - Agite seguidamente os 12 tubos, para manter homogénea a suspensao.

Exercicios:

1) Observe para responder: Ha diferencas entre os niveis de turbidez nos tubos, isto é,
guanto cada solugdo estd limpida ou turva? O que isto significa? Levante especulagdes,
inclusive em relacdo ao tempo de coleta da amostra de sangue (efeito da coagulacdo)

Etapa2:
Passo a passo:

1—-Com os 12 tubos ja preparados e observados, coloque-os na centrifuga por 5 minutos a
2500 rpm.

Exercicio:

1) Querelacdo pode ser estabelecida entre a cor da solugdo com o tamanho do depdsito no
fundo de cadatubo?
Discuta os resultados.
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Pratica 4: Osmose com aglicar e saco celofane

Materiais: 2 béqueres; 1 saco de celofane (que é uma membrana seletivamente permeavel e
preenchido com solugdo de sacarose a 20% - aglcar de mesa); rolha de borracha, dgua destilada,
tubodevidro e anel de borracha.

Passo apasso
1—Coloque asacarose dentro do saco celofane (ja diluida).

2 — Transpasse o tubo de vidro pela rolha de borracha e fixe-a (vendando-a) com o anel de
borracha.

3 —Submerja em um béquer com agua destilada, procurando centralizar o saco de celofane
no mesmo. O nivel da dgua destilada deverd ser imediatamente superior ao da rolha de
borracha. Observe a figura abaixo quanto ao comportamento esperado.

Figura 2 — Osmose.

Tubo da vidro —

(=} Solug o lnotdnicn. Som movmento () Solugho hipotbnica. A ggun i [0) Solugdo hiperiinica, A DQus 58 v
otal e Appia TFAIAS BTA Caning OB coduke. 58 8 pard lo6n da el causands o
i caluliy Ror oo, el condim & encoinimanio do canplanmi |plasmoilig)
dhlmiachi e & phreos cohiler sl
Troca o elnnifionda. o ofluta se mrge
(en ogardtic)

Fonte: Tortora et al. (2012).
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Exercicio

1-Explique aosmose ocorrida neste experimento.

Pratica 5: vidrarias, guardanapo e agua com corante (parafendomeno da capilaridade)

Materiais: 2 béqueres de 200mL, dgua destilada com corante e guardanapo.
Passo a passo:

1—Coloque aaguadestiladaemum dos béqueres.

2—Dobre o papeltoalhaem camadas, até tornaraformade um “canudo”.

3 —Com os béqueres paralelos, dobre o papel toalha ao meio e submerja no béquer com o
liquido, deixando a outra metade para dentro do béquer vazio.

4—0bserve o que acontecerd decorrido 1h.

5 —Vocé pode colocar algum objeto sob um dos béqueres e observar o comportamento do
liquido apds algumas horas.

Exercicio

1 — Observe os fatos relevantes no seu relatdrio e explique o motivo da transferéncia do
liguido pelo guardanapo.

REFERENCIAS

Biblioteca Digital de Ciéncias da Unicamp. Aula 1: Osmose em célula vegetal observada ao
microscépio Optico. 2011. Disponivel em: < https://www2.ib.unicamp.br/lte/
bdc/visualizarMaterial.php?idMaterial=1102#.WsQ1JUxFzIU >. Acesso: 22 jan. 2018.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. Tradugdo: Aristébolo Mendes da Silva et
al.. Porto Alegre: Artmed, 102 ed, 2012. 934p.
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3.2-EXTRAGCAO DO DNA VEGETAL

Objetivos

* Compreender o DNA como chave davida

* Compreender as reacdes que permitiram visualizar o aglomerado (nuvem) da fita de DNA

Duracdo: 4 aulas

ODNA

O DNA, molécula de Acido Desoxirribonucleico, teve estudos consagrados com James Watson e
Francis Crick, em 1953, vindo a descobrir a estrutura de dupla hélice das duas longas fitas de
DNA quese enrolam.

Ha ferramentas modernas para identificacdo do DNA, a saber: PCR (Reacdo em cadeia da
polimerase) que permite ampliar regides especificas da fita de DNA; e a eletroforese em gel, que
permite separar e analisar macromoléculas (DNA, RNA e proteinas) e seus fragmentos
baseando-se no tamanho e polaridade delas. Logo, ao final deste experimento serd possivel
visualizar milhares de fitas de DNA juntas.

Paravisualizacdo do DNA vegetal é preciso dissociar o tecido da planta, romper a parede celulare
as membranas plasmatica e nuclear, remover as proteinas e isolar o DNA. O procedimento para
extracdo do DNA em células animais é basicamente o mesmo.

Destaca-se que a totalidade do DNA extraido serd composta por varias réplicas das mesmas
moléculas, uma vez que inumeras células do mesmo organismo serao degradadas para que
possamos visualizar o DNA.

Cabe ressaltar que estudos de DNA passam necessariamente pela necessidade do ISOLAMENTO
damolécula.

Muita atengao

Com a aplicacdao desses materiais, ha a formacdao de uma fragdo superior na fase alcodlica, de
aspecto gelatinoso, mais denso e com abundantes bolhas de ar. Essa fragdo é usualmente
apontada como sendo DNA, correspondendo na realidade a fracdo de pectina. Uma forma facil
de distinguir em uma extrac¢do a fracao correspondente ao DNA daquela de pectina é reparar na
consisténcia da camada onde ela se apresenta. O DNA precipita com o alcool e fica na parte
inferior da fase alcodlica, logo acima da fase aquosa. A pectina fica na superficie da fase
alcodlica, apresenta consisténcia gelatinosa e abundante bolhas de ar. O DNA precipitado forma
um emaranhado de filamentos muito finos, semelhantes a fios de algodao, e com aspecto de
“nuvem”. Ao tentar “pescar” o DNA com uma pipeta de Pasteur ou bastao de vidro, este gruda e
apresenta aspecto de filamentos muito finos que ndo se desagregam, enquanto a pectina
apresenta uma consisténcia de geleia que goteja e se desmancha.
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Para evidenciar a fracdo contendo pectina, é possivel conseguir sua dissolucdo mediante a
adicdo da enzima pectinase, o qual degrada a pectinaem solucdo (Rodrigues e cols., 2009).

Método
Materiais utilizados
-1/3 de bananae/ou02 morangos e/ou % de cebola grande;
-01facadecozinha;
-02 copos de Becker ou potinho graduado;
-01 coadorde chd ou peneira
-01 pildo ou saco para macerar;
-02tubosde 50 mLcom tampa;
-01colherdechd;
-01 pote plastico grande para manter o alcool gelado;
-gelo;
-aguaquente (65°C);
-01 panodelimpeza;
-alcool etilico 90° gelado (a temperatura de 10°C);
-solucdo delise (dgua+ detergente + sal de cozinha).

-balanga de precisao

Passo a passo:
Observacdes:

e E aconselhdvel realizar a pratica, antes da aula, para ajustar as quantidades relativas de
tecidos a partir dos quais o DNA serd extraido e arelagdo entre os volumes do macerado e
dodlcool;

e [ aconselhdvel usar 4gua quente na mistura com sal e detergente (cerca de 65°C), uma
vez que otempo deincubacao esta reduzido.

Bananaoucebola
1—Ligarobanho Mariaa65°C.

2 — Colocar dgua em 2/3 do béquer e adicionar 6 ml de detergente e 4 g de sal, sem fazer
demasiada agitagcdo (misturar suavemente sem promover espuma).

3—Cortaracebolaem pedacinhos e adicionar no béquer (item 2).
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4—-Tampe o béquer com filme pldstico e coloque no banho Maria (65°C) por 15 minutos.
5—Filtrar comfiltro de papel até atingir a metade de um novo béquer.
6—Tampe o béquer com filme plastico e coloque em uma bacia com gelo por 5 minutos.

7 — Retire o béquer da bacia e adicione lentamente o alcool (que estava no congelador),
escorrendo pela parede de béquer.

8—Deixe descansar por 5 minutos e o DNA surgird na interface entre a dgua e o alcool.

9—Com o auxiliode um palitofaca a “coleta” do DNA (formato de “nuvem”)

Morango

1 — Esmagar o morango no saco plastico (retirar apenas as folhas do apice e cortar em
pedacos) e adiciona-loem um béquer de 200 ml.

2—Adicionar 50 ml de agua.
3—Adicionar 6 mlde detergente e 4g de sal.
4—Misturar e aguardaremrepouso por 10 minutos em Banho Maria.

5 —Filtrar a solugdo em outro béquer (antes de passar para o passo 6 vocé pode manter no
béquer ou passar paraumtubo de ensaio).

6 — A partir da quantidade de “suco de morango” obtida adicione a mesma quantidade de
alcool gelado.

7—0bservaraformacdo da “nuvem” de DNA formada nainterface da dgua com o alcool.

O quadro abaixo apresenta as interacdes de cada um dos materiais utilizados:

Quadro 1 — Finalidade dos materiais utilizados

MATERIAL FINALIDADE
Maceracéo A cebola (morango ou banana) deve ser macerada para que a pare
celular (estrutura espessee rigida presente em células vegetais) sej
rompida.

A aplicacdo de forca mecanica pode também romper a membra
plasmatica de algumas poucas células, embora esta estrutura deva ¢
desestruturada quimicamente. Além disso, o0 maceramento dissocia
tecidos, permitindo que a solugédo de lise (detergente + sajp sobre um
numero maior de células, liberando um grande numero de moléculas
DNA. Assim, a cebola (morango ou banana) deve ser muito be
macerada para garantir um bom rendimento do experimento.
Peneirar Peneirando o material € possivel separar restade estruturas celulares
da solugéo contendo DNA de outras moléculas.
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MATERIAL FINALIDADE
Banho Maria O aumento da temperatura promove uma maior agitagdo molecular, o

que ajuda o detergente a desestabilizar as membranas lipidicas. Além
disso, a altatemperatura  inativa as enzimas que podem degradar o DNA

(DNAases).

Detergente As membranas plasmatica e nuclear s&o compostas principalmente por
lipidios. A fungdo do detergente € desestruturar as moléculas de lipidio
das membranas bioldgicas. Dessa maneira, as memb ranas sofrem
ruptura e todo conteldo celular - inclusive 0 DNA - fica disperso na
solucéo.

Sal de Cozinha Aadicéo do sal (NaCl) no inicio da experiéncia proporciona um ambiente

favoravel para a extragéo, pois o sal, depois de dissolvido na agua, se
dissoc ia e contribui com ions positivos que neutralizam a carga negativa
do grupo fosfato do DNA. As moléculas de DNA passam a néo sofrer
repulsdo de cargas entre si, 0 que favorece sua aglomeracao.

Alcool O é&lcool desidrata 0 DNA, de forma que este ndo mais fica dissolvido no
meio aquoso. Além disso, 0 DNA tende a néo ser soltvel em alcool e,

deste modo, suas moléculas se agrupam. Como o DNA tem menor
densidade que os outros constituintes celulares, ele surge na superficie

do extrato (sobrenadante na solugéo de élcoal etilico, que tem o aspecto
de uma “nuvem’). Quanto mais gelado o alcool, menos sollvel sera o

DNA.

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2015); Projetos educacionais; http://educar.sc.usp.br/
licenciatura/2003/siteprojeto/2003/2_extracao_DNA_cebola_com_plano.pdf

DNA humano da bochecha

E o DNA humano, seria possivel visualizar? Uma pratica comum é utilizada nos laboratdrios para
ensino de Biologia. Abaixo segue o protocolo:

Materiais: detergente, sal de cozinha, dlcool etilico 90° gelado (a temperatura de 10°C); copo,
colher, béquer e balanca de precisdo (ou siga as instru¢ées usando a colher como medida),
corante azul, copo com agua e bastdo devidro
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Passo a passo
1—adicionaruma colher de sopa de salem um copo de 200 ml com agua e misture bem
2—Separe 4 colheres da dgua com sal em outro copo para fazer o bochecho
3-Bochechar por 1 minuto e devolvé-lano copo

4 — adicionar uma gota de detergente e misturar vagarosamente com o bastdo de vidro, de
formaando gerar espuma (misturar por 10 s aproximadamente)

5—Separar meio copo com alcool e adicionar 3 gotas de corante (misturar vagarosamente)

6 — Adicionar lentamente o alcool no copo com agua/saliva, lentamente, pela parede do
copo e aguardar 2 minutos.

7 —verificar se houve aformacao da “nuvem” do DNA. Usar o bastdo de vidro para remocao.

Exercicios
1. Por que o material precisa ser macerado paraisolar o DNA?
2.Qual o papel do detergente presente na solucdo de lise no processo de extragcdo do DNA?
3.De que é compostaamoléculade DNA?

4. Visto que o DNA ndo é soltuvel em alcool, o que ocorre com suas moléculas quando
colocadas neste meio?

5.Porquevocé ndo pode ver adupla hélice do DNA extraido?

6. Considerando os procedimentos da extracao do DNA gendmico, vocé espera obté-lo sem
quebras mecanicas e/ou quimicas?

7.0 DNA humano foi mais facilmente visualizado que o DNA vegetal? Comente.

REFERENCIAS

SILVA, A. T. et al. CONTRIBUICOES DA ATIVIDADE PRATICA PARA O ENSINO E A APRENDIZAGEM
DE BIOLOGIA: EXPERIENCIA COM A EXTRAGAO DO DNA DO MORANGO. | Congresso de Inovagdo
Pedagogica em Arapiraca: Perspectivas atuais dos profissionais da Educa¢do. 2015. Disponivel
em: < http://www.seer.ufal.br/index.php/cipar/article/view/1886 >. Acesso: 19 Mar. 2018.
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3.3—AULA EXTRA: VISUALIZAGAO DE FUNGOS DISCUTIDOS EM AULA TEORICA
Objetivo

* Comentar as caracteristicas gerais do Reino Fungi;

* Observar as estruturas dos fungos filamentosos;

*Treinar a visualizacdo de laminas ao microscépio.

Duracdo: 2 aulas (mas o material devera ser previamente preparado)

Método

Materiais
-umalaranja
-uma fatia de pao
- recipiente de plasticocom tampa e que caiba alaranja
-um prato e um pires
-alguns palitos de dente limpo
-um pouco de dgua
-microscoépio, laminaelaminula

Passo a passo:

1—Coloque a laranja dentro do recipiente e tampe. Coloque o pedaco de pdo umedecido no
prato e tampe-o com o pires. Em um outro recipiente, dividido ao meio, coloque opaoea
laranja, porém expostos ao ambiente e sem umedecé-los.

2—Guarde os dois tratamentos sobre a bancada por 7 dias.

3 —Retire uma amostra da regido do “mofo” com o palito de dente (use a alga flambada, caso
disponha deste recurso) e faca a preparacdo dalamina, como ja apresentado na Unidade
2 deste Roteiro.

4—0Observe ao microscopio.

Exercicios

1 - Responda: por que foi necessario umedecer o pao? E ainda, qual ou quais estruturas vocé
conseguiu identificar?

2 —Os fungos foram facilmente visiveis nas 3 amostras apds 1 semana? Justifique relatando
as principais possibilidades para explicar os resultados alcancados.

Referéncias

USP—Universidade de Sao Paulo. Aula pratica de Microbiologia. Com adaptacdes. Disponivel em: <
http://www.ib.usp.br/inter/0410113/downloads/asco2014.pdf >. Acesso: 27 de Fev. 2019.
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UNIDADE 4

TECNICAS DE ESTERELIZACAO

4.1-TECNICAS DE ESTERILIZACAO

Objetivo

* Conhecer as principais técnicas de esterilizacdo dos microrganismos;
* Diferenciar os termos “limpeza”, “assepsia”, “esterilizacdao” e outros;

* Conhecer a operacao da Autoclave, bem como osriscos relacionados.

Duragdo: 4 aulas

Breve conceituagao

O crescimento de microrganismos em uma rotina laboratorial deve ser controlado ou inibido, a
dependerdasituacdo detrabalho.

Sao condicdes que afetam a sobrevivéncia dos microrganismos, dentre outras:
a) Tamanho dapopulagdonaamostra
b) Tempo de exposicdo aum agente microbicida
c) Temperaturaaqual o microrganismo é exposto
d) Localem que omicrorganismo se encontra navidraria ou objeto
e) Caracteristicas do microrganismo

f) Condicdesambientais (temperatura, pH, predacdo, competicdo e outras)

Alguns conceitos:

a) Desinfeccdo é a inativa¢do ou reducdo do nimero de microrganismos presente em um
meio, ndo implicando na sua eliminagao total. Visa eliminar o potencial infeccioso ou
patégeno existente. Um exemplo cldssico é a adicdo de Cloro no processo de tratamento
dedgua.

b) Assepsiaéoimpedimento daentrada de microrganismos na area de trabalho.

c) Esterilizacdo é a eliminacdo de toda e qualquer forma de vida presente em um
determinado material, ambiente ou meio de cultivo (removem por completo).

d) Sanitizacdo é o tratamento que induz a diminuicdo da vida dos microrganismos. Muito
aplicado naindustria de alimentos e itens de saude publica.

e) Antissépticos sdo biocidas que destroem ou inibem o crescimento de microrganismos
em tecidos vivos (assepsia das maos, regido da aplicacdo de injecOes e outros)
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f) Desinfetantes sdo semelhantes ao antisséptico, mas usado em objetos e superficies
inanimadas.

g) Preservacdo é a prevencdo da multiplicacdo de microrganismos em produtos
formulados, como alimentos e farmacos.

h) Limpeza é o procedimento de remocdo de residuos diversos de objetos, e deve ser
precedida de desinfecgao e esterilizacao.

OBS.: microrganismos, em especial bactérias na fase esporulada, podem resistir a temperaturas
altas (superiores a 100°C).

Alguns meios para esterilizacdo sdao amplamente empregados, sendo:
Meios fisicos:

a) Calorseco: - Estufa - Flambagem

b) Calor umido: Fervura—Autoclave

c) Radiagdes - Raios alfa - Raios gama - Raios x

Meios quimicos: Desinfetantes
Outros agentes:
Formaldeido eiodo, ambos associados ao alcool;

Flambagem no bico de Bunsen ou vela (calor chega a 1000°C)

A incineracdo de alcas bacterioldgicas e pingas € uma boa opc¢do via bico de Bunsen. Pode ser
associado ao uso do alcool posterior ao uso e LONGE DA CHAMA, principalmente nos casos onde
pode ocorrer liberagao de gases ou outras particulas.

A radiacdo ultravioleta (onda de 100 a 400nm) deve ser comedida, haja vista ser prejudicial a
tecidos humanos, podendo causar cancer, rugas na pele e até queimadura.

Preparo de materiais para esterilizagao
1—preparo de tubos de ensaio com tampas

a) Esvaziar o conteudo do tubo e colocar de molho em solugdo de hipoclorito de sédio a 2%
e detergente neutro por no minimo 24h;

b) Lavar com detergente, enxaguar aproximadamente 10 vezes, lavar mais uma vez com
aguadeionizada e levar para secar em estufaa 100°C;

c) Astampasdevem seguir o mesmo procedimento que o tubo, mas em estufaa50°C;
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d) Para esterilizacdo: colocar a tampa nos tubos ou rolha nos que ndo tem a rosca/tampa.
Nos tubos com rosca, manter a tampa levemente sobre o tubo para permitir atrocado ar
com o ambiente da autoclave ou estufa. Se direcionada para a estufa, embrulhar em
papel Kraft em grupos de trés ou cinco. Esterilizar em autoclave a 121°C, por 30 min., ou
em estufaa 180°C, por 2 horas. Identificar com nome, volume e data de esterilizacdo.

2—Preparo e esterilizagdo das pincas
a) Lavaremdgua corrente com detergente, embrulhar em papel Kraft ou papel aluminio;
b) Esterilizaremautoclavea 121°C, por 30 min., ouem estufaa 180°C, por 2h;

c) ldentificarcom nome, data de esterilizagdo e prova de esterilizagdo.

3 - Ponteiras descartaveis usadas

a) Esterilizaremautoclavea121+/-1°C, por 30 min. e descartar.

4 - Utilizacdo de estufas paraincubacdo

a) Colocar termOmetro no seu interior para confirmacdo da temperatura estabelecida no
painel do equipamento. A temperatura dependerd do material incubado, mas deve
oscilarem mais ou menos 1°C.

5-Acondicionamento de material analitico

a) Placasque sedestinam a cultura de bactérias sdo incubadas invertidas. Isso é importante
porque a evaporacao do Agar pode formar goticulas e comprometer o crescimento do
microrganismo, além de dificultar a sua “fixacdo” no meio de cultura;

b) N&o sobrepor mais que cinco placas para garantir uma uniformidade de distribuicdo de
temperatura.

6—Limpeza dolaboratério
a) Fazeralimpeza com panolevemente umedecido e se possivel com detergente;

b) Removertodo o remanescente de espuma e umidade sobre a bancada e somente depois
aplicardlcool 70.

7 -Preparacdo de placas de Petri e pipetas para esterilizacao
a) Embrulhar4 ou5unidades no maximo em papel Kraft;
b) Atemperaturaem estufaé de 170°Cpor 2h;

c) O papel que protege o material adquire cor parda, ndo devendo escurecer em demasia e
nem se tornar quebradico.
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OBS.: caso seja possivel, pode ser utilizado Bacillus subtilis para a verificagao da eficiéncia do
processo de esterilizacdo.

8 —Forno micro-ondas: usar detergente neutro e dlcool 70.

9—-Geladeira
a) Alimpeza é feita mensalmente com dgua e detergente neutro;
b) Apdsalimpeza, éfeitaa desinfecgdo com alcool 70%;

c) O ideal é a utilizagcdo de duas geladeiras no laboratério, sendo uma para material para
novas andlises (meios de cultura, reagentes e outros materiais pertinentes as andlises) e
outra com exclusividade para material contaminado e cepas.

10— Autoclave

a) E um aparelho utilizado nos processos de esterilizacdo a vapor e pressdo, sendo
empregados para materiais destinados a analises, meios de cultura e materiais
contaminados para descarte;

b) Para limpeza usar detergente neutro, esponja, jarra, agua potdvel, agua deionizada ou
destilada;

¢) Materiais limpos e materiais contaminados sao autoclavados em ciclos separados;

d) O material limpo é esterilizado em autoclave a temperatura de 121°C, com tolerancia de
1°C, por 15 min.;

e) Aesterilizacdo em excesso de meios de cultura pode alterar caracteristicas bioquimicas,
propriedades nutritivas e deteriorar a qualidade do meio.

Duas op¢Oes para avaliar a qualidade do ciclo da autoclave:

a) Utilizar, a cadaciclo, fitas para autoclave que sdo esterilizadas junto com o material. Se ao
final do ciclo perceber que houve o desenvolvimento de listras mais escuras na fita, é
porque atemperatura de esterilizacdo atingida;

b) Avaliar a eficiéncia das esterilizacOes através do controle de eficiéncia bioldgica: Utilizar
esporos de Bacillus stearothermophilus. Devido a termorresisténcia dos esporos, estes
somente sdo destruidos a uma temperatura de 120+/-1°C, por 15 min., com 1 atm de
pressao.

Utilizacdo dos bioindicadores

As ampolas sdo colocadas junto com o material a esterilizar, acondicionadas em tubo de ensaio
para evitar que, no caso de rompimento de uma ampola haja contaminacdo. Apds o ciclo da
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autoclave, as ampolas sdo incubadas a 55 °C, por 24/48 horas. Incubar junto uma ampola que
ndo tenha sido esterilizada como prova de controle. Se a esterilizacdo for eficiente ndo ha
crescimento de Bacillus stearothermophilus e a coloragdo violeta da ampola permanece
inalterada.

Em caso de esterilizacdo ineficiente, o crescimento dos bacilos é observado pela turvacdo do
caldo e acidificacdo por fermentacdo dos aglcares e sua cor muda de violeta para amarelo. A
ampola controle também muda de coloragcdo passando de violeta para amarelo.

Pode-se usar como bioindicador o Bacilo subtilis.

Ambos ndo sdo patogénicos, mas este Ultimo é um dos mais resistentes ao calor.

11-Agitadorde tubos

a) O agitador de tubos de ensaio é um aparelho importante no processo de analises
microbioldgicas, jd que garante a homogeneizacao do conteudo dos tubos de ensaio
através de agitacdo circular;

b) Antes e depoisdo uso, o agitador deve ser limpo com algoddao embebido em dlcool 70%.

12 -Contador de col6nias

a) O contador de colonias é um utensilio que auxilia na contagem das col6nias de
microrganismos cultivadas nas placas de petri, através de sua observacao nalupa, e com
iluminacao;

b) Depoisdo uso, o equipamento deve ser limpo com algoddo embebido em alcool 70%.

13 - Pesagem de amostras

a) Apesagem correta das amostras é de suma importancia para a inocuidade da amostra e
sua proporcionalidade emrelacdo ao diluente;

b) Desinfetar comalgoddo e dlcool 70% e ligar a balanga;

c) Ligarachamaou utilizar a capela de fluxo laminar.

Preparacdodoalcool 70

O grau Gay Lussac ou 2GL representa o volume de soluto presente em 100 volumes da solugdo
(soluto +solvente, etanol + agua), a 202C.

A solugdo alcodlica apresenta boa agdo germicida na concentragdo de 70%. Quando puro, o
alcool é menos eficaz que quando misturado a dgua, pois esta facilita a desnaturacdo da
proteina, ligada a acdo antimicrobiana do alcool. Quando associado a algum emoliente
(abrandar, como a agua), o alcool tem sua atividade bactericida prolongada, por meio do
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retardamento da sua evaporacdo, com diminuicdo também do ressecamento e irritacao
provocadas na pele pelo uso repetido.

O processo de diluicdo de solugdes de dlcool é simples e pode ser feito seguindo a seguinte
féormula:

CfVf=CiVi

Onde,
Ci=Concentracdoinicial (concentragdo do alcool na solugdo pura)
Vi=Volumeinicial (volume do alcool na solucdo pura)
Cf=Concentracgdo final (Concentracdo desejada)

Vf=Volume final (Volume desejado)

Se o alcool adquirido tiver concentracdo igual a 96%, o célculo para diluicao devera ser feito da
seguinte forma:

(concen. desejada %) X (vol. desejado ml) / conc. alcool na solugdo pura % = volume de solugdo
purami

Exemplo: Concentragao desejada=70%
Volume desejado =1 litro (1000 ml)
Concentragdo de dlcool nasolugdo pura=96%
70% X 1000 ml/96% =729,16

Assim: O volume de alcool puro a ser utilizado sera de 729,16 |, completando-se o volume com
aguadestilada até atingir 1000 ml, isto é, acrescentar 270,83 ml de agua.

OBS.: Devido a volatilidade do alcool, é importante manter a pisseta sempre fechada (inclusive o
esguicho) podendo colocar um papel aluminio na sua extremidade.

Exercicios
1—Elenque passo a passo para operacao da autoclave
2—Quais sdo os principais riscos para operac¢ado da autoclave?
3-Diferencie esterilizacdo de desinfecgdo.

4 — Quais os fatores que podem interferir na sobrevivéncia dos microrganismos em termos
devidrarias eambiente laboratorial?

5—Por que usualmente se utiliza o0 Alcool 70 em detrimento de outras concentragdes?
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UNIDADE 5
PREPARO DE MEIO DE CULTURA

Objetivo
* Desenvolver habilidade em manuseio de vidrarias;

* Compreender a necessidade nutricional dos microrganismos em funcao das caracteristicas do
Meio de Cultura;

* Conhecer os principais Meios de Cultura comerciaveis.

Duracdo: 4 aulas

5.1-MEIOS DE CULTURA
Os meios de cultura para cultivo de microrganismos

Meios de cultura é um conjunto de substancias formuladas com a finalidade de fornecer
nutrientes para que os microrganismos se multipliqguem. Apdés o desenvolvimento
(normalmente em placas de Petri ou tubos de ensaio), dar-se as etapas seguintes, como a
identificacdo dos grupos presentes. Como vimos, a identificacdo pode ser morfoldgica, mas
dada a magnitude de seres vivos e os avancos da ciéncia, associado ainda a eventuais alteracdes
de natureza taxon6mica, a biologia molecular é a mais utilizada para fins de confirmacao
taxon6mica.

Os meios de cultura devem apresentar:

a) Meio isotdnico, ou seja, concentra¢do de cloreto de sddio idéntica a fisioldgica
(relacionado ao processo osmoético);

b) Esterilizacdo (normalmente no ato de preparacao do meio de cultura);

c) Nutrientes para o metabolismo microbiano (concentracado de carbono, nitrogénio e sais
minerais).

Em relacdo ao estado fisico, podem ser liquidos (denominados de caldo), ou gelificados,
produzidos com o acréscimo de dgar ao meio liquido. Pode ter origem natural, sintético ou
semissintético. O Agar, meio de culturaamplamente utilizado, tem como fonte as algas.

Os meios de cultura sdo classificados conforme a sua aplicacdo, conforme exposto abaixo:

a) Meio de Enriquecimento: sdo prepara¢des normalmente liquidas que promovem o
aumento do nimero de bactérias. Alguns exemplos sdo: Caldo Brain Heart Infusion e o
Caldo Tetrationato;
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b) Meio de Transporte: ndo possuem nutrientes, apenas um agente redutor. Previne

d)

e)

desidratacdo e oxidacdo enzimatica dos patdgenos presentes. Tem essa finalidade o
Caldo Tioglicolato.

Meio Seletivo: sdo exemplos o Agar Manitol Salgado e Agar SS, utilizados para
selecionar as espécies que serdoisoladas e impedir o crescimento de germes.

Meio Diferencial: promove uma mudanca na coloracdo das col6nias de bactérias,
possibilitando a distingao de varios géneros e espécies de microrganismos. Exemplos:
Agar Eosin Methilene Blue e Agar Hektoen.

Meio Indicador: possibilita a andlise das propriedades bioquimicas dos
microrganismos, facilitando sua identificacdo. Utiliza-se o Agar Triple Sugar Iron (TSI) e
o Agar Citrato de Simmons para essa funcio.

Existe uma infinidade de meios de cultura no mercado. Do ponto de vista microbioldgico, nem
todos os microrganismos sao facilmente cultivdveis em meio de cultura. A escolha do meio de
cultura dependera do que se deseja investigar. Pode-se ainda adicionar ao meio de cultura

algum antibidtico, quando hd a necessidade de restringir o crescimento de bactérias, por

exemplo, em uma determinada amostra. Alguns meios de cultura disponiveis sdo:

a)

b)

c)

d)

Agar: tem vérias aplicagdes no laboratério de microbiologia e pode ser utilizado para
isolamento de culturas puras.

Agar Sabouraud de dextrose: favorece o crescimento de diversos fungos. Pode incubar
atemperatura ambiente. Em alguns casos (a depender do alvo do estudo), incubar por
até 40 dias.

Caldo BHI - BRAIN HEART INFUSION (ou cérebro e coragao): Meio para cultivo de
estreptococos, pneumococos, meningococos, enterobactérias, ndo fermentadores,
leveduras e fungos. Para teste bacteriolédgico incubar a 35°C por 24h, ja para fungos
aguardar por 5 dias;

Meio Stuart: para conservacao de microrganismos patogénicos como Pneumococcus,
Salmonella spp., Shigella spp. entre outros.

Método

1)

2)

4)

Para a nossa aula utilizaremos o Agar Sabouraud. Preparar 330 ml, adicionando 22g e
misturar no agitador magnético a 50°C;

Levar para esterilizacdo na autoclave;
Verter nas placas de Petri, proximo a chama e com os cuidados de assepsia de praxe;

Deve-se observar a distribuicdo homogénea do meio de cultura na placa e na altura de
4 mm;
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5) Ao resfriar (normalmente abaixo de 45°C), o Agar solidifica na Placa de Petri;

6) Em seguida deverd armazenar as placas de Petri na geladeira para uso posterior
(incubacdo).

As coldnias crescerdo tanto na superficie como também no interior do Agar, como serd
observado em outrasaulas.

Para que o crescimento seja preferencialmente na superficie, ao fazer a semeadura deve-se
espalhar a amostra com bastdo de vidro em “L”, pois assim minimiza o acimulo  daaliquotae
consequentemente falhas na contagem. E o chamado método do espalhamento da placa.

Exercicios
1—-H4 diferenca quando se utiliza as expressdes “Agar” e “Caldo”?
2—Por que o Agar se solidifica abaixo de 45°C?

3—Qual acomposicdo basica do Agar? E de outros meios de cultura?
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5.2—AULA INTEGRADA: ESTERILIZAGCAO, MEIO DE CULTURA E CELULAS
Objetivos

* Conhecer os procedimentos de esterilizagdo mais adotados;

* Utilizar meios de cultura alternativos;

* visualizacdo de células ao microscépio apds cultivo em placa de Petri

Duragdo: 2 aulas

OBS.: Seguir orientagdo quanto ao uso de cada equipamento, em especial, da autoclave.

Seguirrigorosamente, até por questdes de seguranca, o protocolo de cadaitem desta unidade.
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Esterilizagdao de vidrarias para proximas aulas praticas e teste de contaminagao de
superficies diversas com meio de cultura alternativo

Além da preparacdo das vidrarias (esterilizacdo), esta aula tem por objetivo o teste com meio de
cultura alternativo para posterior visualizagdo no microscopio. Como dito anteriormente, o
conteldo das aulas 1 e 2 sdo constantemente retomados, seja por meio do manuseio das
vidrarias ou a partir do uso do microscépio.

Limpeza de provetas, frascos de Erlenmeyer e béqueres

Lavar com agua e detergente, utilizando esponja e escovete. Caso os materiais apresentem
incrustacdes ou residuos gordurosos, proceder a imersao destes em solucao de hipoclorito de
sodio a 2% (dgua sanitaria) e detergente neutro. Enxaguar dez vezes (é apenas uma referéncia)
com agua corrente, enchendo e esvaziando totalmente a vidraria. Utilizar no ultimo enxague,
aguadestilada ou deionizada. Deixar drenar a dgua das vidrarias e secar em estufaa 100 °C.

Preparo

e Colocar tampado de algodao hidréfobo e gaze no bocal dos frascos erlenmeyer. Cobrir
com folha de aluminio ou papel Kraft e fixar com barbante, atilho ou fita adesiva tipo
crepe;

e Cobrirosbocais das provetas e dos béqueres com folha de aluminio ou papel Kraft e fixar
com fita adesiva tipo crepe, atilho ou barbante;

e Esterilizarem autoclavea 121 °C, por 30 min.;

e Nocasode pipetas, indicado estufaa170°C—180°Cpor 2 horas, sendo a pipeta colocado
dentro da cdpsuladeinox;

e Identificar o material com data de esterilizacdo e prova de esterilizacao, colocando-os em
armario reservado para uso microbioldgico.

Observacdo: Frascos destinados ao preparo de meios de cultura, que sdao submetidos a
esterilizacdo por autoclave no momento do preparo do meio, dispensam esterilizagdo prévia.

Preparo das pipetas

e Retirar o algoddo do bocal de cada pipeta com estilete de ponta fina ou agulha
histoldgica;

® Imergir as pipetas em solucdo de hipoclorito de sddio a 2% (agua sanitaria) e detergente
por 24 horas;

e Enxaguar em agua corrente. Se necessario, imergir em solugdo de hexano alcalino até
total eliminacdo dos residuos. Enxaguar, tantas vezes quantas forem necessarias, até a
eliminagao completa dos residuos. Enxaguar com agua destilada ou deionizada. Secar
emestufaa 100 °C;
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e Colocar algoddo hidréfobo no bocal das pipetas. Acondicionar em porta-pipetas ou
embrulhar em grupos em papel Kraft ou ainda usar a cdpsula de inox para fins de
esterilizacdo na estufa;

e |dentificar o material com nome, quantidade, volume da vidraria e data de esterilizacao.
Esterilizar em estufaa 170 °C, por 2 horas;

e N3o é recomenddvel o uso da autoclave por poder acumular goticulas no interior da
pipeta e ser um meio propicio a desenvolvimento de microrganismos;

e |dentificar o material com data de esterilizacao.

Preparo detubos de ensaio

Esvaziar o conteudo do tubo e colocar de molho em solucdo de hipoclorito de sdédio a 2% (dgua
sanitaria) e detergente neutro por no minimo 24 horas.

Lavar com agua e detergente, utilizando escovetes e esponjas para retirar residuos internos.
Enxaguar em agua corrente. Colocar, se necessario, os tubos em recipiente contendo solug¢ao
hexano alcalino até total eliminacdo dos residuos. Enxaguar dez vezes em agua corrente (valor
de referéncia), enchendo e esvaziando totalmente os tubos. Utilizar no ultimo enxague, dgua
destilada ou deionizada.

Deixar escorrer bem toda a dgua, colocar os tubos para secarem estufaa 100 2C.

Tampas

Imergir em solucdo de hipoclorito de sdédio a 2% (dgua sanitaria) e detergente neutro por no
minimo 24h.

Lavar com dgua e detergente. Enxaguar dez vezes em agua corrente (valor de referéncia). Utilizar no
ultimo enxague, dgua destilada ou deionizada. Deixar escorrer a agua e secar em estufaa 50°C.

Atencado: Limpar geladeira, forno micro-ondas e centrifuga usando pano iUmido com detergente
neutro e depois dlcool 70.

Consideragdes sobre o armazenamento

a) Placas de Petri: devem ser acondicionadas em estojos porta placas de aluminio ou ago
inoxidavel, em grupos de mesma dimensao, ou embrulhadas em papel Kraft em grupos
de até dezplacas;

b) Pipetas: Preencher o bocal com algoddo e acondicionar em estojos porta pipetas de
aluminio ou aco inoxidavel, em grupos de mesmo volume com as pontas para baixo, na
extremidade oposta a tampa do estojo. Proteger o fundo dos estojos com um chumacgo
de algoddao ou gaze para evitar danos nas pontas das pipetas. Pode-se também
embrulhar as pipetas individualmente em papel Kraft, lembrando-se de identificar a
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extremidade do embrulho que deve ser aberta no momento da andlise, e anotar
externamente o volume da pipeta;

c) Tubos de ensaio vazios: tampar com tampao de algoddo ou de gaze, ou ainda com as
respectivas tampas no caso dos tubos rosquedveis. Acondicionar em grupos de 4 a 6
tubos de mesmo tamanho e volume, embrulhar com papel Kraft e vedar com fita crepe
especial;

d) Frascos de homogeneizagdo e outros frascos vazios tampados com tampao de algodao,
gaze outampa proépria: Cobriratampa ou o tampao com papel Kraft;

e) Espatulas, pincas, tesouras e demais utensilios: embrulhar individualmente com papel
Kraft, lembrando-se de identificar a extremidade do embrulho que deve ser aberta no
momento da andlise.

Preparo de meio de cultura de baixo custo (utilizagdao posterior do microscépio)

Materiais: 3 pacotes de gelatinaincolor, 1 saché de caldo de carne, 5 placas de Petri, 1 colher de
chadeagucar, e 300mLde dgua destilada.

Método

® Agueca adgua e dissolva a gelatina na dgua. Para uma boa homogeneizacdo utilize aisca
magnética (“peixinho”) na chapa aquecedora;

e Acrescenteacucaraindasob agitacao

® Em placas de Petri previamente limpas com alcool, distribua o liquido perto da chama do
bico de Bunsen ou lamparina para evitar a contaminagao pelo ar. Espere o meio de
cultura esfriar e leve-o a geladeira para se solidificar. No caso do meio de cultura de
gelatina, teste essa receita antes de aplicd-la em sala de aula para saber se sera
necessario modificar a quantidade de dgua. O ideal é que a gelatina ndo derreta mesmo
na temperatura ambiente, e para tal recomenda-se volume de dgua destilada inferior ao
recomendado no rétulo do produto. Ndo aqueca demasiadamente a dgua, pois poderd
comprometer a gelificacdo da gelatina/meio de cultura.

ATENCAO: os meios de cultura apresentados ndo foram esterilizados. O ideal é levar o meio de
cultura preparado no Erlenmeyer na autoclave e apés esfriar distribuir nas placas de Petri, em
seguida deixar na geladeira por 24h.

Procedimento apds preparagdao do meio de cultura alternativo

e Passe o cotonete (por ora umedecido em agua destilada) em superficies diversas e
distribua lentamente sobre a superficie da placa de Petri com o meio de cultura
endurecido. Utilize algca microbioldgica para esgotar o material na placa, o distribuindo
em forma de estria;
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e Coloque a placa na posicdo invertida (observar se haverd goticulas de condensacao),
identificada e atemperatura ambiente (foto periodo);

e Observeapds1lsemana.

Exercicios
1—Qual aimportancia da correta esterilizacao das vidrarias?

2—-0quevemaser meiode cultura? Qual o motivo de utilizar meio de cultura alternativo em
detrimento dos que estdo disponiveis no mercado?

3 — O que foi possivel observar na placa ap6s 1 semana? E possivel identificar as espécies?
Quais as limitacOes para esta identificacdo?

4—Qualacorreta posicdo daplaca de Petriao serincubada? Justifique.
5-0quevemaserinéculo?

6 —Quais sdo os principais cuidados operacionais a serem seguidos durante o manuseio das
vidrarias e preservag¢ao dos microrganismos?
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5.3-DILUICAO SERIADA

Objetivos

* Desenvolver a habilidade quanto o manuseio de vidrarias;

* Compreender a necessidade da diluicdo seriada para contagem de microrganismos.

Duracgdo: 2 aulas

Finalidade da diluicao seriada

A diluigdo seriada tem a finalidade de facilitar a contagem dos microrganismos. Veja o exemplo:
se em 1 ml de leite tem 10.000 microrganismos, teoricamente se este 1ml fosse semeado na
placa de Petri, teriamos entdo 10.000 col6nias, o que seria incontavel. Agora se 1 ml for
introduzido em um tubo de ensaio com 9 ml de dgua estéril, teoricamente teremos 1000
bactérias (diluicao 10'2), e assim sucessivamente. Embora subjetivo, acredita-se que a
contagem de 30 a 300 col6nias seja a mais “aceitavel”.

Para reduzir o consumo de material esterilizado, comece a semeadura em Placas de Petri pela
maior diluicdo, ou seja, crescente (10'5, 10'4, 10'3...). A figura 1 ilustra o método de diluicdo
seriada (TORTORA et al., 2012).

Figura 1 — Exemplo de diluicdo seriada e inoculacdo na placa de Petri correspondente.

s 8 mL de caldo
em cada tubo
Diluites [l 1:10 1:10.000 1:100.000

Fonte: Tortora et al. (2012)
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5.4 -MEIOS DE CULTURA
Objetivos
* Realizar atécnica de microcultivo a partir de uma cultura pré-estabelecida;

* Desenvolver a habilidade em manuseio de vidrarias, operacdo da autoclave e outros
procedimentos corriqueiros.

Duracdo: 4 aulas

Aprofundando os conceitos sobre Meio de Cultura

Ainda sobre o processo de investigacao, apds o processo de cultivo inicialmente escolhido, dar-
se o processo do micro cultivo, que consiste em selecionar colénias para novaincubacdo e assim
facilitar aidentificagdo dos microrganismos.

O procedimento serd como exposto na figura 2 abaixo. Insere um tubo de vidro em formato de
“V” na Placa de Petri (no nosso caso utilizaremos o palito para churrasco). Em seguida coloca-se
a lamina com Agar (um quadrado de 1 cm) e sobre ele é semeada a colénia segregada (mais
facilmenteisolada da placa anterior). Em seguida coloca-se a laminula por cima. Na extremidade
da placa coloca um pedaco de algoddo umedecido (fonte de umidade) e deixa a placa incubada.
Vale ressaltar que todo o material devera ser autoclavado antes da semeadura (muito cuidado
aotransportar esta placa de Petri).

Figura 2 — Arranjo da placa de Petri para fins do microcultivo.

| | = RASTAO O wiDRO E3TER
PARA APTIOTA LAMINA

FUNGO

LA
VDR ESTEMIL
BANA APTHD

Fonte: propria.

Decorrido 1 semana, proceder a coleta daamostra para analise morfoldgica ao microscopio éptico.
Algumas consideragoes

a) Os objetivos desta aula sdo: esterilizar vidrarias e meio de cultura (fiz para a primeira
turma, mas esta deve preparar os materiais para as turmas seguintes); conhecer as
finalidades dos meios de cultura; fazer a inoculagao para fins de microcultivo; realizar a
diluicdo seriada;
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b) Ficaratentoaoscuidadosde assepsiaem todas as fases daandlise;

c) Ao final de cada aula proceder a limpeza e esterilizacdo dos materiais para a turma
seguinte (devido limitacao de vidrarias ndo fizemos a preparagdo para todas as turmas
no dia anterior).

Resumo das etapas

a) Pesar 5g de solo e adicionar em Erlenmeyer com 45 ml de 4gua destilada esterilizada
(diluicdo 10-1);

b) Fazer a diluicao 10-2, 10-3 e 10-4 nos tubos de vidro que ja estdo com 9ml de agua
destilada esterilizada. Para tal, fazer a transferéncia de 1ml entre os tubos, apds agitacao
(o correto é uma pipeta para cada transferéncia). Sempre agitar o tubo de ensaio antes
datransferéncia;

c) Colocar uma aliquota de 0,1 ml de cada tubo em cada uma das placas de Petri
correspondentes (lembre-se de identificar os tubos e placas de Petri com a diluicdo e
nome). Usar a al¢ca de Drigalski para distribuir a aliquota (nés usaremos a al¢a de
repicagem ou al¢a de semeadura). Proceder aincubacdo (em estufaa 37 °C);

d) Nasemana seguinte, para fins de micro cultivo, selecionar a placa de Petri com a col6nia
mais “facilmente” isolada de fungos. Fazer a coleta com a alga e semear na nova Placa de
Petri (com Agar sobre alamina). Proceder aincubagdo novamente (em estufa a 37 °C);

e) Na semana seguinte fazer a identificagdo morfolégica de estruturas fungicas (no
microscépio).

f) Em caso de bactérias é possivel fazer a contagem das col6nias em termos de UFC
(Unidade Formadora de Col6nia) e aplicar na formula abaixo, mas como foi dito, temos
limitagdes para visualizagao de bactérias.

UFC/g=n° colbnias x fator de diluicdo / volume da aliquota

Exercicios
1) Qualafinalidade do meio de cultura?
2) Quaissdo os principais tipos de meio de cultura no que se refere ao microrganismo alvo?
3) Qualou quaisasvantagens e desvantagens da classificacdo morfolégica de espécies?

4) Por que deve-se fazer a diluicdo seriada? Aplica-se a todas as amostras das mais
diferentes matrizes? Justifique.

REFERENCIAS

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. Tradugao: Aristébolo Mendes da Silva et
al.. Porto Alegre: Artmed, 102 ed, 2012. 934p.
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UNIDADE 6

OBSERVACAO DE MICRORGANISMOS

Objetivo
* Visualizar protozoarios ao microscépio dptico;
* Preservar os protozodrios em microambientes no laboratodrio.

Duragdo: 4 aulas

6.1- OBSERVACAO DE PROTOZOARIOS
Os protozoarios: “pequenos animaculos?”

Os protozodrios agrupam uma gama de seres vivos, com diversas caracteristicas, ao ponto de
alguns bidlogos vir a chamar o Reino Protista de “lixdao da biologia”, numa alusdao em que se
direciona a este Reino o que a taxonomia ndo consegue éxito em classificar. A palavra
“Protozodrio” tem origem grega e quer dizer “primeiros animaculos”, assim classificados nos
primordios dataxonomia.

Os protozoarios apresentam as seguintes caracteristicas gerais (TORTORA et al., 2012):

e Animais unicelulares, com caracteristicas variando desde espécies microscépicas na sua
maioria, e espécies maiores chegando a algumas dezenas de milimetros, como os
grandes esporozoarios;

e O microrganismo Paramecium é utilizado para diferentes experimentos, bem como é
citado para exemplificar os tipos de reproducao;

e A Ameba e outros tipos de protozoarios, como os que possuem flagelos (flagelados) e os
gue possuem cilios (ciliados), também sdo alvo de profunda pesquisa cientifica;

e Constituem a maior e mais complexa populacdo da terra e estdo adaptados a uma
infinidade de ambientes, sendo alguns parasitas;

e Algunssado patogénicos, como os causadores da doenca de Chagas e da toxoplasmose;

e Hdaespéciesdevidalivre.

Materiais

Conta-gotas; Recipiente para cultivo; Algumas folhas de alface; Laminas; Laminulas;
Microscopio; Clara de ovo.
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Método
Varios métodos estdo disponiveis, inclusive os mais avancados (USP, 2018).
Adotaremos dos métodos abaixo (PEREIRA et al., 2015; MEC, 2015):

a) Visualizagdo do protozodrio Paramecium em lamina permanente (estojo com laminas
proveniente de outro campus);

b) Coletade d4gua em um curso d’agua do municipio, o qual recebe esgoto in natura. Vocé ja
aprendeu a preparar alamina nas nossas aulas iniciais (veja protocolo);

c) Realizaro cultivo conforme procedimento abaixo:

a. Colocar dgua e algumas folhas de alface no recipiente e deixar em repouso por uma
semana sobre abancadado laboratdrio;

b. Decorrido uma semana, retirar uma aliquota com a pipeta e colocar sobre a lamina e
cobrircomalaminula;

c. Observar os protozodrios ao microscopio (observar ilustracdo no laboratério). Dica:
adicionar uma gota da clara de ovo sobre a lamina (antes de colocar a laminula), pois
facilita o acompanhamento do movimento destes microrganismos.

Exercicios
1) Facaumdesenhoesquematico sobre o que foi possivel visualizar ao microscopio.
2) Morfologicamente foi possivel perceber espécies diferentes? Justifique.

3) Existealguma estrutura de locomocdo presente nos protozodrios? Cite-as.

REFERENCIAS

MEC. Ministério da Educagao. Portal do Professor. Protozoarios: Reino Protista. Disponivel em: <
http://portaldoprofessor.mec.gov.br/fichaTecnicaAula.html?aula=1884 >. Acesso: 20 jun. 2018.

PEREIRA, S. G.; FONSECA, G. A. G.; FELIZ, G. P. et. al. MANUAL DE AULAS PRATICAS DE CIENCIAS E
BIOLOGIA — COMPENDIO. Faculdade Cidade de Jo3o Pinheiro. 150p. 2015. Disponivel em: <
http://fcjp.edu.br/pdf/20150619104130fc.pdf>. Acesso: 20 jun. 2018.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. Tradugdo: Aristdbolo Mendes da Silva et
al.. Porto Alegre: Artmed, 102 ed, 2012. 934p.

USP. Instituto de Medicina Tropical. Disponivel em: < http://www.imt.usp.br/pesquisa/
laboratorios/protozoologia/>. Acesso: 20 Jun. 2018.
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6.2-PLAQUEAMENTO BACTERIANO E AVERIGUAGAO DA PRESENCA DE MICRORGANISMOS
Objetivos

* Realizar as duas formas de plagueamento;

* Aprimorar os cuidados de assepsia durante a manipulacdo das vidrarias e amostras.

Duragdo: 4 aulas

Conceitos iniciais

Existem 2 tipos de plagueamento: plagueamento em profundidade e plagueamento por
semeadura em superficie. A seguir tem-se as caracteristicas entre eles:

a) Plagueamento por profundidade (ou pour plate) consiste em adicionar a amostra
diluida, distribuir o meio de cultura em placa de Petri esterilizada até atingir a altura
padrdo de 3 a4 mm (em placa de 90 mm de didametro é adicionado 15 mL a 20 mL de
agar). Em seguida homogeneizar fazendo movimentos em circulos. Aguardar o
resfriamento e solidificacdo antes daincubacdo invertida da placa;

b) Plagueamento por semeadura em superficie consiste em distribuir o meio de cultura
fundido em placa de Petri esterilizada até que se obtenha uma camada de no minimo 3
mm a4 mm (em (placa de 90 mm de didametro é adicionado 15 mLa 20 mL de 4gar). Apds
o resfriamento e solidificacdo do meio na placa de Petri, adicionar uma aliquota da
amostra (que pode também ter passado por diluicdo seriada), e assim distribuir a
amostra por toda a placa com a alga de Drigalsky, proporcionando completa absorg¢ao da
amostra no Agar.

Materiais

Solo, microscépio, placa de Petri, Meio de cultura TSA, autoclave, banho Maria, Pipeta, agitador
magnético.

Método: adaptado de Tortoraetal.(2012) e ABDI(2015):
1) Prepararadiluicdo 1:10a partirde 5 gde soloem 45 mlde dgua destilada;
2) Fazeradiluicdoseriada 10'2, 103e 10'4;

3) A partir de cada diluicdo, fazer a inoculagao em profundidade e em superficie, com uma
placa de Petripara cada;

4) Deixarem estufaa35°Cpor 72h;

5) Apdsaincubacdo, contar as colénias em placas de Petri contendo de 30 a 300 col6nias. O
resultado do nimero de colonias obtido (média aritmética das duplicatas das dilui¢Ges
analisadas) deve ser multiplicado pela diluicdo da respectiva placa, expressando os
resultados em Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) por grama ou mililitro. Se nado
houver nenhum crescimento nas placasinoculadas, o resultado sera expresso em menor
que 10, multiplicado pela reciproca da menor diluigao inoculada e validada.
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Exercicios

1) Quais foram as placas que apresentaram maior crescimento, de profundidade ou
superficie? Quais fatores poderiam proporcionar diferentes taxas de crescimento para
uma mesma diluicdo quando comparados os tipos de plagueamento?

2) Qualomotivodese utilizar 5 g de solo como amostrainicial?

3) Quais os principais cuidados devem ser adotados para evitar os riscos de contaminagao
dasamostras?

REFERENCIAS

ABDI — Associacdo Brasileira de Desenvolvimento Industrial. GUIA DE MICROBIOLOGIA.
CONTROLE MICROBIOLOGICO NA INDUSTRIA DE HIGIENE PESSOAL, PERFUMARIA E
COSMETICOS. PROCEDIMENTOS, PARAMETROS, ORIENTACOES E METODOLOGIAS ANALITICAS.
Parceria Sebrae. 12ed. 2015. Disponivel em: < https://abihpec.org.br/guia-
microbiologia/files/assets/common/downloads/Guia%20de%20Microbiologia.pdf >. Acesso:
22Jun.2018.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. Tradugdo: Aristébolo Mendes da Silva et
al.. Porto Alegre: Artmed, 102 ed, 2012. 934p.

6.3 -IDENTIFICAGAO BACTERIANA E COLORAGAO GRAM

Objetivos

* Aprimorar os cuidados de assepsia durante a manipulagdo das vidrarias e amostras;
* |dentificar grupos bacterianos ao microscépio a partir da técnica de Gram.

Duragdo: 4 aulas

ATécnicade Gram

A técnica de Gram foi idealizada por Hans Christian Gram em 1884. Os corantes aplicados visam
facilitar aidentificacdo e observacao de estruturas celulares.

Os corantes podem ser compostos com ion positivo e ion negativo. O ion que da cor é chamado
de radical croméforo.

Os corantes conhecidos como bdsicos tem a cor do seu ion positivo, enquanto que os acidos tém
acordoion negativo. A célula bacteriana é levemente negativa, portanto, atrai corantes basicos.
Os corantes basicos mais comuns sdo: cristal violeta, azul de metileno e safranina.
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As principais coloracées sdo divididas em 3 grupos:
1) Coloragdo simples:tornar aforma e estrutura basica da célula mais visivel;
2) Coloragéo diferencial: coloracdo em funcdo dos diferentes tipos de bactérias;

3) Coloragdo especial: utilizada para identificar partes especificas dos microrganismos,
como esporos, flagelos e aindarevelara presenga de capsulas.

Ja o lugol tem a finalidade de “realcar” a bactéria que apresenta-se Gram Positiva. O lugol é
misturado ao lodo, e com facilidade entram na parede celular, todavia, quando juntos
apresentam dificuldade para sair. Assim, em caso de bactéria Gram positiva, elas tendem a
permanecer com a cor roxa/violeta. Na camada Gram negativa o Alcool rompe a camada
lipopolissacaridica e o material é removido através da fina camada de peptideoglicano, que ndo
consegue reter o complexo (lugol).

Método
1) Identificaralamina;
2) Pingarsolucdosalina;
3) Colocaraculturacomalga bacterioldgica e realizar a técnica de esfregaco;
4) Secar poraproximadamente30s;
5) Passar 4 vezes ao fogo (Bico de Bunsen), sem contato da chama diretamente com a
[dmina;
6) Cobriralaminacom Cristal Violeta e deixar por 1 minuto;
7) Lavar;
8) Aplicar Lugol por 1 minuto, cobrindo totalmente alamina;
9) Lavar;
10)Tombar e adicionar descorante por 10a 20 s (op¢Ses: Acetona ou Alcool concentrado);
11)Lavarem seguida;
12)Aplicar Fucsina ou Safranina por 30 s e lavar em seguida;

13)Secar por baixo e passar ao fogo rapidamente.

Exercicios

1) Qual aimportancia e/ou aplicagdo para se fazer o teste de Christian Gram? (vale lembrar
gue a Técnica foi desenvolvida por Gram ainda no século XIX).

2) Todasas bactérias sdo Gram-positivas e/ou Gram-negativas? Justifique.
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3) Ha possibilidades para contornar as variagdes durante o experimento? (por exemplo,
como padronizar a dosagem de reagentes entre as pessoas que realizam a técnica?)

Ver site sobre a Color Gram - https://www.youtube.com/watch?v=BdE47TTue9l

4) Para fins de identificacdo, qual seria a melhor indicacdo para obter a amostra a cor
submetida ao teste de Gram?

5) Quais os cuidados que devem ser adotados para evitar variacdes analiticas em funcao
dos materiais/reagentes a serem utilizados?

REFERENCIAS
Biomerieux - https://www.youtube.com/watch?v=BdE47TTue9l

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. Traducdo: Aristébolo Mendes da Silva et
al.. Porto Alegre: Artmed, 102 ed, 2012. 934p.

6.4-IDENTIFICAGAO DE FUNGOS

Objetivos

* Aprimorar os cuidados de assepsia durante a manipulacdo das vidrarias e amostras;
* Verificar estruturas dos fungos filamentosos.

Duragdo: 4 aulas

Osfungos

Aidentificacdo dos fungos é baseada quase principalmente em sua morfologia, que pode serdo
ponto de vista macro ou microscépico.

Macroscopicamente os fungos podem apresentar varios tipos morfolégicos com colbnias
filamentosas, bolores e cremosas (leveduras) e com os mais diversos tipos de pigmentos.

As principais caracteristicas dos fungos sdo (TORTORA et al., 2012):

e Ahifaéaestruturaemdestaque dosfungos filamentosos e o seu conjunto é denominado
micélio. O micélio pode ser diferenciado em vegetativo (exerce as fungdes de
assimilacdo de alimentos e fixacdo em substratos), e em reprodutivo (quando atua na
reproducdo dos fungos);

e Morfologicamente podem apresentar: a) Unicelular: Células arredondadas, ovdides ou
alongadas, podendo se reproduzir por brotamento, cissiparidade ou por outro processo,

108



Microbiologia: _ o .
Roteiros de praticas, desafios e possibilidades para o cumprimento do @ ‘
ementdrio em uma Escola Técnica Federal ==

e neste grupo tém-se as leveduras; b). Filamentoso: com ou sem septos, que sdao
estruturas que dividem as hifas. As hifas podem se diferenciar em estruturas variadas,
recebendo denominacdes diversas: rizdides, artrésporos anastomoses, etc.

Método

a) Fazer a diluicdo 1:10 do composto (residuo organico em processo de maturacdo —
compostagem);

b) Fazeradiluicdoseriada 10'2, 103e 10'4;

c) Inocular em Placa de Petri com Meio de Cultura Sabouraud uma aliquota de 0,1 ml, na
parte central da placa;

d) Incubara 28 °C por uma semana e paralelamente pelo mesmo periodo em temperatura
ambiente (observar se hd efeito do fotoperiodo);

e) Procederatécnicade microcultivo (temade outraaula);

f) Decorrida uma semana do tdpico acima, fazer a preparacdo da lamina para observacao
das estruturas (esporos de reproducdo, hifas).

Exercicios
1) Emquais placas foi observado o maior crescimento?
2) Omeiode cultura utilizado foiapropriado? Justifique.
3) Faledostipos morfolégicos de fungos.

4) Os fungos devem ser consumidos para fins da alimentacdo humana? Justifique. (obs.:
pesquise sobre fungos alucinégenos)

REFERENCIAS

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. Traducdo: Aristébolo Mendes da Silva et
al.. Porto Alegre: Artmed, 102 ed, 2012. 934p.

USP. Universidade de Sdo Paulo. Apostila das Aulas Praticas Microbiologia Basica para Farmacia.
2017. Disponivelem: <

https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4101474/mod_resource/content/1/Apostila-
Praticas-BMMO0160-DIURNO.pdf>. Acessoem 29 jun. 2018.
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6.5—REVISAO GERAL A PARTIR DE NOVAS AULAS

O presente subitem tem por finalidade rever todos os conteidos abordados até entdo de forma
aplicada em diferentes praticas. Embora o Laboratério de Microbiologia Industrial seja assunto
extremamente amplo, o dominio de técnicas como: seguranca, identificacdo de vidrarias e
equipamentos, visualizacdo ao microscépio, identificacdo e preparo de meios de cultura, cultivo
de microrganismos e por fim, os cuidados de assepsia que perpassam por todas as praticas, sdo
técnicas fundamentais para dominio por parte dos que trabalham na area da Microbiologia.

Assim, espera-se que as atividades a seguir venham a ratificar as técnicas e os conhecimentos
até entdoapresentados.

6.5.1-Antibiograma

Objetivos

* Conhecer os procedimentos para os testes de antibiograma;
* Compreender ainterpretar o resultado obtido no teste.

Duracdo: 4 aulas

Antibiograma

O antibiograma é a “analise que indica a sensibilidade de um microrganismo isolado
clinicamente aos antibioticos de uso corrente” (MADIGAN et al., 2016).

O procedimento padrao consiste em distribuir discos de papel de filtro sobre o meio de cultura, e
gue estes sejam embebidos com o antibidtico a ser utilizado, podendo simultaneamente testar
varios tipos de antibidticos.

Quando o antibidtico tem efeito inibitério sobre o crescimento microbiano, forma-se um halo no
entorno da col6nia, conforme mostra a figura 1. Para se determinar a concentragdo ideal a ser
utilizada, sdo realizados varios testes com diferentes concentracbes e/ou tipos de antibidticos. A
menor concentragdo que resultou na inibicdo total do crescimento (observada na placa de Petri,
emtubos de ensaio ou placa de microtubos) representa a Concentracao Inibitdria Minima (CIM).

Figura 1 — Discos dispostos sobre a placa e a formacdo do Halo no entorno de colonias

e

Cerrprn. tor |Fonnme ©

Fonte: Madigan et al. (2016)
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Outra opcdo para realizacdo do Antibiograma é a fita E-test. A grande vantagem da fita E-test é a
possibilidade de diferentes concentragées ao longo dafita.

Em casos clinicos, a escolha do antibidtico deve levar em consideracdo alguns preceitos, tais
como:

a) Paciente (idoso, crianga...);

b) Otipode microrganismo;

c) Ositio (bexiga, rins, cérebro...);
d) Otipodedroga(antibiotico).

A escolha mais assertiva possivel contribuira para a reversao do quadro clinico do paciente.

Método

O procedimento metodoldgico laboratorial, principalmente para fins de pesquisa, utiliza
microrganismos cultivados/preservados em laboratdrio e a partir de diferentes concentragées,
realizam-se diferentes modelos experimentais (delineamentos). Para fins didaticos e devido a
algumas limitacGes no Laboratdrio (leia sobre niveis de biosseguranca), serdo utilizadas placas
de Petri preparadas previamente com microrganismos dispostos no solo e/ou outros ambientes.

Pratica 1: teste com discos

a) Apos a repicagem em placa de Petri, dispor os discos de antibidticos disponiveis em 5
pontos distintos, mantendo-os uniformemente distantes entre si e da parede da placa.
Deixar os discos pressionados sobre o Meio de Cultura. OBS.: Espalhar sobre o agar
formando um tapete. Primeiro espalha na diregao superior, depois na inferior e em
seguida transversalmente, nas duas direcdes. Utilize a Alca de Drigalski ou o Swab
também no contorno da placa;

b) Pode-se utilizar o gabarito para distribuir os discos de antibidticos sobre o meio de
cultura;

¢) Nao permitirintervalo superiora 15 min. entreinoculara bactéria e inserir os discos;
d) Paradisposicaodosdiscos, usara pin¢a parado vidro (fazer flambagem da pinga);
e) Inoculareavaliarapés48h.

f) Medirohaloformado (oundo) noentorno dos discos.

Exercicios
1-OquevemaserCIM?

2—0quevemaseroHalode Inibicdo? Como pode ser medido?
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3—Quaisasdiferencas entre os Discos e a Fita E-test para fins de Antibiograma?

4 — Além da eficiéncia a ser diagnosticada através de um antibiograma, do ponto de vista
clinico quais sdo outros fatores a serem observados? Por qué?
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6.5.2—-Bioprospecg¢do de fungos
Objetivos

* Conhecer os procedimentos para identificar novos microrganismos e/ou substancias de
interesse;

* Compreender a aplicacdo da biotecnologia.

Duracdo: 4 aulas

A Bioprospecgao: “tentativa e erro a partir daintuigdo...”

A bioprospeccdo consiste na busca sistematica por diferentes organismos, genes, compostos e
processos produzidos por um ser vivo que apresentem potencial econdmico e, eventualmente,
possam levar ao desenvolvimento de um produto.

Os fungos sdo os microrganismos mais utilizados pela industria para producdo de diversos
produtos como enzimas, antimicrobianos, biocombustiveis, corantes, pigmentos e extratos.
Esses microrganismos estdo amplamente distribuidos na natureza podendo serem
encontrados nos mais diversos habitats como solo, dgua, rochas, em regidoes de nevadas e
tropicais, além de estarem presentes também no interior de plantas, peixes, insetos e
animais.
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Um dos potenciais sdo os produtos gerados durante o metabolismo secundario dos fungos, que
possuem grande interesse e aplicacdo nas areas da medicina, industria e agricultura. Diante
disso, diversos estudos buscam conhecer estes produtos para sua aplicacao biotecnoldgica.

Vale ressaltar aintuicdo do pesquisador, como no caso hipotético a seguir:

* Um pesquisador precisa aumentar o processo de degradagdo da matéria organica de uma
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE). Ai ele pode chegar a seguinte especulacdo: Se em um
ambiente rico em matéria organica (um lago ou pantano, por exemplo) existir uma espécie
com resistente e com alto potencial de degradacao, seria possivel inseri-la em uma ETE? Ou
ainda, seria possivel extrair algum gene e modificar algum outro organismo? Ou ainda, neste
ambiente (pantano) ha grande producdo de uma enzima que pode auxiliar em um
determinado processo qualquer? A partir desta “intuicdao”, o pesquisador deve-se debrugar
por uma longa jornada até obter a resposta. Assim acontece também com os remédios, por
isto o controle sobre o uso dos antibidticos (pesquisar sobre resisténcia a antibidticos e
dificuldades para obtencdo de novas drogas).

Método

Os materiais utilizados s3o: tubo Falcon, espatula, bico de Bunsen, Meio de cultura Agar Batata e
alcaderepicagem.

O passo a passo segue exposto em duas partes.
Parte 1:

a) Foram cultivados fungos em placa com agar batata, por 15 dias, pois é quando atinge o
metabolismo secundario;

b) Cortar oagar com o fungo em pedacos pequenos (fatiar o meio de cultura para aumentar
asuperficie de contato) e colocar dentro do tubo Falcon;

c) Usar etanol como solvente para captar as macromoléculas e micromoléculas, pois tem
compostos secundarios dentro da célula e no meio extracelular (figura 1). O etanol é
empregado por ser de baixo custo e menos téxico, além da capacidade de absorver um
espectro maior de moléculas. A desvantagem é que nao selecionam compostos, e por
isto o filtrado pode estar “sujo/contaminado” por aglcares, acido graxo...). O Dicloro
Metano pode substituir o Etanol, mas tem custo muito mais elevado, é téxico e a
comercializagdo é regulada pela Policia Federal. O ideal é deixar o Etanol em contato com
o material dotubo Falcon por4 a5 dias;

d) Decorridos os dias acima, filtrar o material em filtro de papel para ficar livre de esporos,
micélio e outras partes indesejaveis. Para filtrar, dobrar o papel de filtro ao meio por 3
vezes, até fazer um cone e inseri-lo no tubo falcon (figura 2);

e) O liquido obtido deve ser reservado e o restante descartado. Obs.: O Speed Vac é o
equipamento que acelera a remocao do etanol. E uma centrifuga a vdcuo. Normalmente
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sdo necessarios 2 dias de acompanhamento do equipamento no laboratério. O liquido
tem que ser concentrado para poder ser usado no disco (do jeito que esta na foto e se
aplicado no disco, o efeito é do etanol e ndo da substancia). OBS.: liofilizador é outro
equipamento. OBS.: O material a ser obtido é semelhante ao da figura 3, mas no
presente roteiro ndo serd realizada a evaporacdo do etanol, de forma que o efeito do
disco estd mais pertinente ao Etanol do que a viabilidade da Bioprospecgao.

Figura 1 — Corte do meio de cultura da placa de Petri e introducdo no tubo Falcon com
Etanol (a direita) e apds 5 dias o material filtrado (a esquerda)

Fonte: Prépria (2018)

Figura 2 — Filtro de papel (a esquerda) e momento da filtracdo (a direita)

Fonte: Propria (2018)
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Figura 3 — Material (substancia) obtida apds a evaporacdo do etanol

Fonte: Propria (2018)

Parte 2:

a) Aplicar uma algada da cultura (inoculagdo) de um cultivo ja pré-existente em salina e,
posteriormente, 100 pL da solucdo foi plaqueada em Meio Mueller Hinton (usar a Alca
de Drigalski);

b) Apds esse procedimento, colocar 3 discos de papel filtro na placa e 1 disco de antibidtico
(o Cloranfenicol, por exemplo);

c) Preparar o extrato na concentracdo de 500 pg/m (ou outra dentro das possibilidades
analiticas do Laboratdrio) e fazer a diluicdo seriada, transferindo 100uL nas dilui¢cdes
102,103 e 104;

d) Ao final, utilizar 10uL de cada diluicdo sobre os 3 discos de papel de filtro para avaliar a
acdo do extrato como antibidtico (ATENTAR PARA A OBSERVACAO DO FINAL DA
INTRODUCAO SOBRE ESTE ASSUNTO). Vale destacar também que até a forma de
extragao de um produto bioativo pode alterar as suas propriedades de interesse;

e) A distribuicdo dos discos na placa, bem como os resultados da acdo das diferentes
concentracdes do extrato, pode ser observada apds 2 dias.

Exercicios

1-0quevem aser metabolismo secunddrio dos fungos? Por que torna-se mais interessante
nesta fase parafins de bioprospeccao?

115



Microbiologia: _ o .
Roteiros de praticas, desafios e possibilidades para o cumprimento do @ ‘
ementdrio em uma Escola Técnica Federal ==

2 —Quais as principais dificuldades para encontrar novas substancias e/ou microrganismos
deinteresse biotecnolégico?

3 — O extrato encontrado apresentou atividade antimicrobiana? Justifique a partir das
limitagdes elencadas.
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6.5.3—Teste de Rugai para identificagdo presuntiva de Enterobactérias

Objetivos

* Conhecer um dos procedimentos bioquimicos paraidentificacdo clinica com resposta rapida;
* Compreender a aplicacdo da biotecnologia.

Duracdo: 4 aulas

Principio do teste de Rugai

O teste de Rugai pode ser empregado para fins de confirmacgao bioquimica do teste de Gram,
entre outras aplicacdes e vantagens clinicas, como a celeridade quanto a confirmacdo do agente
microbiano, o que do ponto de vista da saude é de extrema relevancia.
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O método é antigo na medicina, conforme citacdo a seguir. Rugai é um meio utilizado para
identificacdo presuntiva de enterobactérias, vibrios e aeromonas. Este meio permite a leitura,
num soé tubo, das seguintes reacdes: Motilidade, Lisina descarboxilase, Fermentacdo de glicose e
sacarose, Producdo de gas-glicose, acido sulfidrico, Indol, Urease e L-triptofano desaminase
(LTD) (Pessoaetal., 1972).

Uma das microbiotas classicas das bactérias gram-negativas é o trato urinario, o que é um fato
normal do ponto de vista da salde, embora a urina seja estéril e vem a adquirir microrganismos
no contato com a pele no momento final da excre¢do. Assim, a urina coletada diretamente na
bexiga apresenta concentracdao menor de micrébios comparativamente com a urina coletada ao
final do canal da uretra.

Os principais microrganismos na vagina sao os Lactobacilos, que produzem acido latico e
mantém o pH na faixa de 3,8 a 4,5, inibindo o crescimento microbiano; e que além disso produz
peroxido de hidrogénio, que também inibe o crescimento de outras bactérias.

Outros microrganismos como Estreptococos, varios anaerdbios e gram-negativos, e até o fungo
leguriforme Candida albicans faz parte da microbiota normal de 10 a 25% das mulheres. Ja a uretra
masculina é estéril, exceto em caso de contaminac¢do microbiana préxima a abertura externa.

Ainda assim, mesmo que no sistema urinario normalmente contenha poucos micrébios, ha
vulnerabilidade a infec¢des oportunistas que podem desencadear uma série de problemas. Sdo
as chamadas Infec¢des do Trato Urinario (ITU).

Normalmente a infec¢do tem origem em uma inflamacdo da uretra, ou uretrite. O grande perigo
da infec¢do do trato urinario inferior é o fato delas poderem migrar para os ureteres e afetar os
rins, causando pielonefrite. As principais doencas relacionadas sdo Cistite, Pielonefrite e
Leptospirose, como descritas no quadro 1 abaixo.

Quadro 1 — Dados gerais sobre ITU

Doenca Patégeno Sintomas Diagnodstico Tratamento
Cistite (infecgcdo| Escherichia coli,| Dificuldade e do| >100 UFC/mL Trimetropim
da bexiga) Staphylococcus | ao urinar de patdogenos sulfametoxazol

saprophyticus potenciais e
Teste LE+

Pielonefrite Principalmente | Febre, dor nas | >10* UFC/mL e | Cefalosporina
(infecgao renal) | E. coli costas e nos teste de LE+

flancos
Leptospirose Leptospira Insuficiéncia Teste soroldégicd Doxiciclina
(infecgao renal) | interrogans renal com

possivel

complicacgéo,

além de febre e

dor muscular

Fonte: Tortora et al., (2012). UFC: Unidade Formadora de Col6nia. LE+: Esterase Leucocitaria positito,
gue é uma enzima produzida pelos neutrdfilos, a qual indica infeccdo ativa
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Caracteristicas do Tubo de Rugai

Figura 1 — Composi¢cdo do Tubo de Rugai
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Fonte: Biomedicinabrasil.com (2019)

Figura 2 - Interpretacdo do resultado do tubo de Rugai
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Fonte: Biomedicinabrasil.com (2019)
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Método

Os materiais necessarios sao: Tubos Rugai; Alga de platina e Bico de Bunsen. Em aula anterior
deve-se isolar cultura de Gram-negativa (em meio de cultura como o Agar MacConkey).

O passo a passo deve seguir o exposto abaixo:

a) Asemeadura deverd ocorrer no meio Rugai com alca de platina chegando até o fundo do
tubo, e aoretirara mesma, realizar estrias na parte inclinada do meio;

b) Otubodeve sertapadocom o seu préopriotampao de algoddo eincubadoem 372Cpor 24
horas;

c) Apds a incubagdo proceder a identificagdo comparando o tubo com a tabela de
interpretacao das reagdes.

OBS.: informacOes completas sobre a metodologia e interpretacdo dos resultados devem ser
estudadas nos links abaixo:

http://www.interlabdist.com.br/dados/produtos/bula/doc/1369748cfd665ecc37.pdf

http://www.mbiolog.com.br/website/wp-content/uploads/2019/02/Bula-Meio-de-Rugai-e-
Araujo-Modificado-por-Pessoa-e-Silva.pdf

http://www.interlabdist.com.br/dados/produtos/bula/doc/1369748cfd665ecc37.pdf

Exercicios
1 — Quais as vantagens do ponto de vista clinico do Teste de Rugai (prova bioquimica)?

2 — O teste possibilita a comprovagdo de espécies gram-positivas e gram-negativas?
Justifique.
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UNIDADE 7

EXPERIMENTOS COM ENZIMOLOGIA

Objetivo
* Verificar o efeito das enzimas sobre a preservagao dos alimentos;
* Compreender aatuagdo das enzimas sobre a velocidade das reagdes quimicas.

Duragdo: 2 aulas

7.1-ESTUDO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DE ENZIMAS PRESENTES EM FRUTOS
Breve conceituagao

As proteinas sdo uma sequéncia de dezenas ou centenas de aminodcidos ligados por meio de
ligacOes peptidicas.

As principais funcBes das proteinas sdo: funcdo estrutural e enzimas. No que tange a atividade
enzimatica, ou catalisadores biolégicos, consiste em acelerar a velocidade de uma reacao
guimica mediante a diminuicdo da energia de ativacdo da reacdo, mas com a peculiaridade de
ndo ser consumida durante este processo.

O catalisador bioldgico corresponde a uma substancia que diminui a energia de ativacdao de uma
reacdo. Ja energia de ativacdo é a quantidade de energia necessaria para conduzir todas as
moléculas de uma reacdo quimica a um estado reativo (ex. Oy e Hp dentro de uma garrafa
lacrada ndo formariam consideravel formagdo de agua por falta de energia de ativagdo). O
grafico 1abaixoilustra os conceitos até entdo abordados (MADIGAN, et al., 2016):

Grafico 1 — energia de ativagao e catdlise.
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Fonte: Tortora et al., (2012).
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Lembrete: a enzima combina com o reagente (substrato), formando um complexo enzima-
substrato. Com a reac¢do (formacdo do produto) este é liberado e a enzima retorna ao seu estado
original, ou seja, em teoria todas as enzimas exigem uma acao reversivel. Toda a reacdo pode
durar milissegundos.

A porcdo do substrato onde a enzima se liga é chamado de sitio ativo. Todavia, toda esta
atividade é diretamente afetada por fatores como pH e temperatura.

Algumas enzimas tém a capacidade de quebrar as cadeias proteicas, sdo as chamadas proteases.
Alids, o nome da enzima normalmente deriva do substrato sobre o qual ela atua (lipase, lactase,
polimerase e assim por diante).

A protease é uma reacdo de hidrélise da cadeia polipeptidica (substrato), na qual aminodcidos e
cadeias polipeptidicas menores podem ser gerados como produtos imediatos da reacao.

“As enzimas proteoliticas sdo encontradas tanto em animais como em vegetais. Em
animais, elas participam de importantes processos bioldgicos, entre os quais: a
digestdo proteica, a coagula¢éo sanguinea, a morte celular e a diferenciagdo de
tecidos. Sua atuagdo no processo digestivo, por exemplo, é essencial para o processo
de absorgdo, pois hidrolisam as proteinas provenientes da alimentagdo para que seus
aminodcidos (monémeros) possam ser absorvidos e reaproveitados pelo organismo.
Do mesmo modo, vdrios processos proteoliticos sGo importantes durante o
mecanismo invasivo de tumores, assim como ao longo do ciclo infeccioso de um
grande numero de virus e microrganismos patogénicos. Até mesmo as proteinas que
constituem as nossas células sdo constantemente degradadas por complexos de
proteases e, seus constituintes, reaproveitados pelo organismo” (LIMA et al., 2008).

“Em vegetais, as enzimas proteoliticas estdo envolvidas nos processos de
amadurecimento, de germinacéo, de diferenciagdo e morfogénese, de morte celular,
de resposta de defesa de plantas a processos de estresse oxidativo, entre outros.
Algumas enzimas envolvidas no amadurecimento de frutos, como a ficina (figo), a
papaina (mamdo) e a bromelina (abacaxi), podem ser extraidas em grandes
”

quantidades e representam por isso uma significativa importdncia econémica
(LIMA et al., 2008).

“As enzimas proteoliticas possuem também uma vasta aplicagdo
comercial/industrial, estando entre os trés maiores grupos de enzimas industriais e
sendo responsdveis por 60% da venda internacional de enzimas. Na industria
alimenticia, as enzimas proteoliticas sGo largamente utilizadas para o amaciamento
de carne e clarificagdo da cerveja — além do amaciamento de couro. Jd na industria
farmacéutica, essas enzimas proteoliticas sGio empregadas em medicamentos para
disturbios de digestibilidade, tendo também ag¢do antiinflamatdria, antimucolitica e
cicatrizante. Destaca-se ainda a utilizagdo de enzimas proteoliticas em diversas
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receitas caseiras, sendo comum a utilizagdo de leite de mamdo e suco de abacaxi
para amaciamento de carnes, além daquelas que recomendam o cozimento de
carnes juntamente com pedagos dessas frutas. NGo por acaso, o abacaxi é servido
como sobremesa apds uma refei¢do repleta de carnes, como no caso dos churrascos”
(LIMAetal., 2008).

A gelatina usada neste experimento é um “produto comercial obtido a partir da hidrdlise parcial
do colageno. O colageno é uma proteina presente em tecidos conjuntivos, como os tenddes e as
cartilagens, na matriz organica dos ossos e na cdrnea dos olhos. Quando hidratada, a gelatina
formauma estrutura definidacomo gel” (LIMA et al., 2008).

Nesse experimento, portanto, foi estudada a atividade de enzimas proteoliticas presente em
alguns frutos, utilizando a gelatina como modelo proteico de substrato. O principio desse método
consiste em monitorar a gelificacdo, processo que depende da integridade das cadeias poliméricas
da proteina. Caso haja alguma fragmentacdo nas cadeias poliméricas, a formacao do gel ficara
comprometida, umavez que o processo de gelificacao, conforme o descrito acima, ndao ocorrera.

Método

Os materiais para o experimento sdao: Abacaxi, Mamao, Morango, Amaciante para carnes,
Peneira, Liquidificador (ou mixer), Microondas (pode ser substituido por aquecimento a
lamparina), Geladeira (pode ser substituido por banho de gelo), Gelatina sem sabor, Tubos de
ensaio, Pipetas volumétricas (pode ser substituido por seringas graduadas), Espatula, Faca,
Bastdo de vidro, Béquer 500 ml, Canudos plasticos (para refrigerantes), Caneta utilizada para
marcar transparéncias de retroprojetor.

O passo a passo deve seguir o exposto abaixo:

1) Preparar o suco das frutas previamente picadas, utilizando o liquidificador e um
pouco de agua. O suco deve ser peneirado e reservado

2) Em seguida, dissolver aos poucos o p6 da gelatina em 200 mL de agua fria e colocar
essa solucdo no forno de micro-ondas por 30s, em poténcia alta

3) Preparar, entdo, a sequéncia de tubos de ensaios descrita na Tabela 1 abaixo. OBS.:
controle negativo, produzido apenas com gelatina e dgua, ja o controle positivo,
feito com amaciante de carne que contém a enzima proteolitica papaina que
hidrolisa a gelatina.

4) Aocorréncia ou ndo da protedlise serd avaliada por meio da geleificagao, observada
indiretamente mediante a viscosidade do meio, esta monitorada pelaintroducdo de
canudos plasticos nos tubos de ensaio. Para avaliar a viscosidade inicial do meio
(antes da gelificacdo), introduz em cada tubo de ensaio um canudo pldstico. Com
uma caneta, anota-se no préprio tubo até onde os canudos se inseriram. Feito isso,
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retirar os canudos e deixar os tubos a temperatura ambiente por 10 min. Depois
desse periodo, os tubos deverdo ser colocados na geladeira onde permanecerao por
mais 20 min. para que ocorra a geleificacdao. Os tubos deverdo ser preparados em
duplicata.

5) Apds esse periodo, deve-se avaliar a geleificagao, colocando novamente os canudos

plasticos dentro dos tubos de ensaio e anotar, com uma caneta, até onde estes se
inseriram no interior dos tubos.

Tabela 1 — Delineamento do experimento

Tubo Composigao Teste
1 10mL gelatina + 3mL de &gua Controle negativo
2 10mL gelatina + 3mL de suco de maméo Mamao
3 10mL gelatina + 3mL de suco de morango Morango
4 10mL gelatina + 3mL de suco de abacaxi Abacaxi
5 10mL gelatina + ponta de espatula para amaciante de carne Controle positivo
dissolvida em 3 mL de agua

Exercicios

1)

2)

3)

Quais as frutas utilizadas no experimento que apresentam enzima proteolitica? Como é
possivel chegar a essa conclusao?

Quais variacdes poderiam ser feitas nesse experimento para evidenciar ainda mais o
efeito da enzima? (sugestdo: relacione tais variacdes com os fatores que afetam
atividade enzimatica).

Qual seria o resultado esperado caso fosse utilizado suco de figo no experimento?
Explique.

4) Além das descritas no texto, para quais outros fins essas enzimas proteoliticas poderiam

5)

também ser utilizadas?

Expligue por que um fruto possui enzimas proteoliticas (relacionar com processo de
amadurecimento).

6) CAIU NO ENEM. ENEM (2005) A obesidade, que nos paises desenvolvidos ja é tratada

como epidemia, comeca a preocupar especialistas no Brasil. Os ultimos dados da
Pesquisa de Orcamentos Familiares, realizada entre 2002 e 2003 pelo IBGE, mostram
que 40,6% da populacdo brasileira estd acima do peso, ou seja, 38,8 milhdes de adultos.
Desse total, 10,5 milhoes sdo considerados obesos. Vérias sdo as dietas e os remédios
gue prometem um emagrecimento rapido e sem riscos. Ha alguns anos foi lancado no
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mercado brasileiro um remédio de acdo diferente dos demais, pois inibe a acdo das
lipases, enzimas que aceleram a reagao de quebra de gorduras. Sem serem quebradas
elas ndo sdo absorvidas pelo intestino, e parte das gordurasingeridas é eliminada com as
fezes. Como os lipidios sdao altamente energéticos, a pessoa tende a emagrecer. No
entanto, esse remédio apresenta algumas contraindicacdes, pois a gordura nado
absorvida lubrifica o intestino, causando desagradaveis diarreias. Além do mais, podem
ocorrer casos de baixa absorcao de vitaminas lipossoluveis, comoas A, D, E e K, pois:

(A) essas vitaminas, por serem mais energéticas que as demais, precisam de lipidios
parasuaabsorcdo.

(B) aausénciados lipidios torna a absorcdo dessas vitaminas desnecessaria.
(C) essas vitaminas reagem com o remédio, transformando-se em outras vitaminas.
(D) as lipases também desdobram as vitaminas para que essas sejam absorvidas.

X (E) essas vitaminas se dissolvem nos lipidios e s6 sdo absorvidas junto com eles.

7) ENEM (2002). O milho verde recém-colhido tem um sabor adocicado. J4 o milho verde
comprado na feira, um ou dois dias depois de colhido, ndo é mais tdo doce, pois cerca de
50% dos carboidratos responsaveis pelo sabor adocicado sdo convertidos em amido nas
primeiras 24 horas.

Para preservar o sabor do milho verde pode-se usar o seguinte procedimento em trés etapas:
1- descascar e mergulhar as espigas em Agua fervente por alguns minutos;
2-resfria-las em Agua corrente;

3-conserva-las nageladeira.

A preservacdo do sabor original do milho verde pelo procedimento descrito pode ser explicada
pelo seguinte argumento:

(A) O choque térmico converte as proteinas do milho em amido até a satura¢do; este ocupa o
lugar doamido que seriaformado espontaneamente.

(B) A Agua fervente e o resfriamento impermeabilizam a casca dos grios de milho,
impedindo a difusdo de oxigénio e a oxidacdo da glicose.

X (C) As enzimas responsdveis pela conversdo desses carboidratos em amido séo
desnaturadas pelo tratamento com dgua quente.

(D) Microrganismos que, ao retirarem nutrientes dos graos, convertem esses carboidratos
emamido, sdo destruidos pelo aquecimento.

(E) O aquecimento desidrata os graos de milho, alterando o meio de dissolu¢cdo onde
ocorreria espontaneamente a transformacao desses carboidratos em amido.
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7.2—UM ESTUDO SOBRE OXIDAGAO ENZIMATICA

Objetivos

* Verificar o efeito das enzimas sobre a preservagao dos alimentos;

* Entender o efeito de agentesinibidores da degradacdo dos alimentos;
* Interpretar as informacgdes basicas contidas em rétulos de alimentos.

Duracgdo: 2 aulas

Breve introdugao conceitual

“Areacdo de escurecimento em frutas, vegetais e sucos de frutas é um dos principais
problemas na industria de alimentos. A acdo da polifenol oxidase, enzima que
provoca a oxidagdio dos compostos fendlicos naturais presentes nos alimentos,
causa a formagdo de pigmentos escuros” (CARVALHO et al., 2005), normalmente
provoca mudangas indesejdveis nos produtos, as chamadas propriedades
organolépticas (percebidas pelos sentidos humanos, como a cor, o odor, o sabor), o
quediminuiavida util e valor de mercado.

Asreacoes de oxidacdo-reducdo ou oxi-reducao ocorrem nas mais diversas situacdes. As reacdes
de oxi-reducdo envolvem perda e ganho de elétrons, de forma que as espécies que ganham
elétrons sofrem reducdo e as que perdem, sofrem oxidacdo. A equacdo abaixo exemplifica um
processo redox:
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Cu + $0; - CuO

No caso, o cobre sofre oxidacdo, perdendo 2 elétrons que sdo transferidos ao oxigénio, que é
entdo reduzido, formando éxido de cobre(ll). O oxigénio é o agente oxidante da reagdo e o cobre,
oagenteredutor.

A oxidacdo enzimatica de compostos fendlicos naturais na presenca da enzima polifenol oxidase
(PFO) e oxigénio molecular, formando quinona, leva ao escurecimento de frutas, legumes,
tubérculos, entre outros. “As quinonas podem sofrer polimerizagdao, formando pigmentos
escuros insollveis, denominados melaninas, ou podem reagir ndo enzimaticamente com outros
compostos fendlicos, aminoacidos e proteinas, formando também as melaninas”, conforme
citado por Carvalho et al., 2005 apud Araujo, 1995. A reacdo de polimerizacdo tende a unir
espécies chamadas monoméricas, formando cadeias maiores, os polimeros. No caso de
escurecimento das frutas, a melanina é resultante do processo de polimerizagao das espécies
monoméricas, como por exemplo, as quinonas.

Trés (03) componentes participam da rea¢do de escurecimento enzimatico ocorra: enzima,
substrato e oxigénio. Se o processo industrial, por exemplo, inibir a acdo de um destes 3
componentes (por meio de agentes redutores, diminuicdo de temperatura ou reducdo de pH), a
velocidade de reacdo diminui significativamente. Sendo o escurecimento enzimdtico uma
reagao oxidativa, ele pode ser retardado utilizando-se agentes quimicos que sejam capazes de
bloquearareagao (CARVALHO et al., 2005).

A utilizacdo de substancias acidas em tecidos vegetais é uma possibilidade para inibir esta
reacdo. Os acidos normalmente utilizados estdo entre aqueles de ocorréncia natural, como
citrico, ascérbico e malico. “O pH 6timo de atuacdo da PFO esta entre 6 e 7, e abaixo de 3 ndo h3
nenhuma atividade enzimatica. A vitamina C (acido ascérbico) é utilizada para a prevengdo do
escurecimento em frutas e vegetais, pois na presenca desse acido, os compostos do tipo o-
quinona sao reduzidos para aformafendlica” (CARVALHO et al., 2005).

Para pensar: vocé observa o rétulo dos alimentos?
S3o propostas em estudo pela Anvisa (Agéncia de Vigilancia Sanitaria):

a) Classificacdo por letra (“a” a “e”) e em cores, no que refere ao grau do produto quanto a
ser “saudavel”;

b) Selodeadverténcia (sobre sédio, por exemplo);

c) Veja mais em: https://saude.abril.com.br/alimentacao/o-rotulo-dos-alimentos-vai-
mudar/ ou http://portal.anvisa.gov.br/registros-e-autorizacoes/alimentos/
produtos/rotulagem
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Método

Os materiais necessarios sao: Banana caturra; macd; péra; Prato; conta-gotas; faca e copos
descartdveis; limao Taiti e Vitamina C (adquirida nas farmacias)

O passo a passo seguira o exposto abaixo, sendo:

1)

2)
3)

4)

5)
6)

Dissolver a solucao de vitamina C (acido ascorbico), sendo: 1 gde vitaminaCem 40 mLde

agua;

Prepararum suco de limdo concentrado, ou seja, sem dgua;

Cortar as frutas em 3 fatias de cada fruta de mais ou menos 5 mm de espessura e colocar
nos pratos. Usar uma das fatias como testemunha;

Nas outras duas fatias, adicionar com um conta-gotas o suco de limdo ou a solucdo de
vitamina C (até o total recobrimento da superficie), respectivamente;

Aguardar aproximadamente 20 min. para a observacdo do fendmeno de escurecimento;

Explicar o processo de inibicao enzimatica ocorrido nas fatias das frutas contendo suco

de lim3o e vitamina C e o escurecimento enzimatico ocorrido na fatia sem as solu¢des

dos antioxidantes.
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Exercicios (ja com as respostas)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Quais os principais efeitos deletérios no caso do escurecimento precoce dos alimentos?

Riscos de toxicidade, perda das caracteristicas organolépticas, prejuizo econémico,
em especial, para as industrias.

Qual foi o efeito promovido pelo limdo ou acido ascérbico e que inibiu o0 escurecimento
dosalimentos?

Em geral, sua agdo dd-se pela redugdo do pH do tecido, diminuindo assim a
velocidade da reagdo de escurecimento.

Quais as vantagens e as desvantagens de se utilizar antioxidantes (ou conservantes) nos
alimentos?

A grande vantagem é a preservacgdo do alimento, inibindo a sua depreciagdo, seja
por carga microbioldgica ou por processo de oxi-redugdo. A desvantagem é que por
vezes ocorre a alteragdo do sabor do produto (palmito, por exemplo, tem sabor bem
distinto entre o in natura e o industrializado). Hd casos onde apontam para riscos a
saude sob condigOes especificas, mas demandam novas pesquisas e estudos.

Por que, nas saladas de frutas, a banana e a maca ndo escurecem tdo rapidamente como
acontece quando expostasaoar?

Neste caso, pode ser em fungdo das frutas dcidas, como o limGo ou o abacaxi.
Quando a magd entra em contato com o dcido desses alimentos, o processo de
oxidagdo é interrompido, afinal as enzimas de escurecimento séo desativadas. O
mesmo processo évdlido para bananas, abacates e batatas.

Podemos dizer que um alimento com escurecimento esta em fase de putrefacdo?

Putrefacdo é a agcdo de microrganismos que se proliferam e, em contatocomoarea
umidade se decompdem, ou seja, apodrecem o alimento.

Pode ocorrer o escurecimento ndo enzimatico dos alimentos?

Normalmente envolvem agucares ou compostos relacionados com agucares.
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7.3 -CATALISANDO A HIDROLISE DA UREIA EM URINA
Objetivos

* llustrar a hidrélise da ureia em urina catalisada pela urease extraida de sementes de

melancia.

Duragao: 2 aulas

Breve conceituacao

Na natureza, continuamente hd rea¢des quimicas ocorrendo ao nosso redor, com velocidades
distintas. Nos vegetais, varios fatores podem intervir na velocidade das reacbes, como a
presenca dos catalisadores, a Atividade de Agua (Aa ou Aw), temperatura, pH, concentracdo
dos reagentes, superficie de contato e composicdo dos alimentos. A velocidade destas
reacdes é objeto de estudo da Cinética Quimica

A cinética quimica é uma ciéncia que estuda a velocidade das rea¢des quimicas e os fatores
gue as influenciam. Especificamente quanto aos Catalisadores, estes sdo definidos como
substancias que aumentam a velocidade das reacdes quimicas e ndo sdo consumidos durante
o processo, sendo regenerados no final (figura 1) (ALMEIDA, et al., 2008). A sua funcdo é
diminuir a energia necessaria aos reagentes, de forma que a transformacdo quimica seja
otimizada. Ou seja, a reacdo sem a presenca do catalisador gasta mais energia de ativacdo. A
energia de ativacdo é a energia minima necessdria para que 0s reagentes possam se
transformar em produtos. Caso a reacdo ocorra sem a presenca de um catalisador, a energia
de ativacdo é maior, diminuindo assim a velocidade da reacao.
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Figura 1 — Efeito do uso dos catalisadores na velocidade das reacGes quimicas.
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Fonte: Tortora et al., (2012).

OBS. - Entalpia: é a quantidade de energia que se encontra nas substancias e que pode ser
alterada mediante reagGes quimicas.

Sendo catalisadores celulares poderosos, as enzimas sdo proteinas especializadas em acelerar
reacOes bioldgicas e geralmente atuam especificamente em um dado substrato. O substrato
liga-se a enzima num sitio especial desta, chamado sitio ativo, onde ocorre a rea¢do enzimatica.
Essa é a regido da enzima que possui certos aminoacidos que se ligam ao substrato por ligacoes
ndo covalentes (Motta, 2006).

Urease

E uma enzima que em meio aquoso catalisa a hidrélise da ureia em amdnia e diéxido de carbono
(Figura 2). Algumas enzimas requerem um componente ndo proteico para sua atividade,
denominado cofator. O cofator enzimatico da urease € o ion metalico Ni, logo, na sua presencga,
ele ativa o sitio da urease.

A urease foi a primeira enzima isolada na forma cristalina, em 1926. Sua aplicabilidade na
agricultura e na medicina sdo consagradas. Atualmente a urease é utilizada em procedimentos
de diagndsticos clinicos, e na determinacdo de ureia em fluidos bioldgicos como urina e sangue.
“A hidrdlise da ureia, empregando essa enzima como biocatalisador, na temperatura de 20 °C, é
até 1014 vezes mais rapida que a hidrélise realizada em meio acido a uma temperatura de 60 °C”
(SOUZA e FATIBELLO-FILHO, 2006, apud ALMEIDA et al., 2008). A urina humana é constituida de
2 a 5% em ureia e no organismo elimina os residuos nitrogenados indesejaveis produzidos a
partir das proteinas. Atualmente, a ureia é utilizada como suplemento na alimentagao de
animais, fertilizante agricola, fabricacdo de plasticos, na industria farmacéutica, e outros mais
(PERUZZO e CANTO, 1999).
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Figura 2 - Reacdo de decomposicdo da ureia e cardter basico da amonia em meio aquoso.
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Fonte: Almeida et al., 2008.

Interferéncia do pH e da temperatura na velocidade das rea¢6es

As enzimas exercem o “ponto 6timo” de atuacdo em uma estreita faixa (figura 3). “O efeito do pH
sobre a atividade enzimatica se deve as variacdes no estado de ionizacao dos componentes do
sistema e a medida que o pH varia. Como as enzimas sdo proteinas, contém inidmeros grupos
ionizaveis e existem em diferentes estados de ionizacdo” (ALMEIDA et al., 2008). Outros fatores
também podem alterar a estabilidade das enzimas, como temperatura, forca iOnica,
concentracdo de ions metdlicos, concentracdo de substratos e contaminantes (os metais
pesados saoinibidores da urease), entre outros (BIOCLIN, 2006).

A velocidade da reacdo catalisada aumenta em resposta ao aumento da temperatura do
sistema, pois ocorre o aumento da energia cinética das moléculas componentes do sistema,
desde que a faixa de intervalo da temperatura seja compativel com a estrutura espacial da
enzima, pois acima do “limite” tende a alterar as ligagbes que conservam a estrutura
tridimensional da enzima, ou seja, apds romper a ligacdo de H, a enzima assume conformacao
indefinida. A maioria das proteinas (incluindo as enzimas) é passivel de desnaturacao
irreversivel atemperaturas acima de 402C ou 502C, ou seja, bem acima do seu “ponto 6timo”.

Método

Os materiais necessarios sao: Estante para tubos de ensaio; 4 tubos de ensaio; Pipeta 5,0 mL;
Extrato de repolho roxo; Sementes de melancia; Solu¢ao aquosa de ureia 1,0%; Urina humana
(com termo de autorizacdo dos pais); liquidificador; Filtro de papel; funil; Erlenmeyer; alcool
etilico (comercial).

O passo a passo sera conforme abaixo:
a) Enumerar os 4 tubos de ensaio;

b) Adicionar aproximadamente 100 mL de dgua e cerca de 40 sementes de melancia em um
liquidificador e triturar por 15 segundos. Filtrar a mistura e recolher a parte liquida;
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c) Dividir a fragao liquida em duas partes iguais e levar uma delas a fervura a 1002C por 1
minuto (inativacdo enzimatica). Deixar em repouso para atingir atemperatura ambiente;

d) Para a obtengao do extrato de repolho roxo, triturar no liquidificador 3 folhas de repolho
roxo picadas com aproximadamente 100 mL de dlcool etilico comercial. Filtrar a mistura e
utilizar o extrato alcodlico como indicador acido-base. A extracdo das antocianinas
(pigmentos da classe dos flavondides, responsaveis pelas cores azul, violeta, vermelho e
rosa de flores e frutas e indicadores acido-base naturais) pode inclusive ser realizada por
imersdo da folha de repolho roxo em etanol, seguido de repouso por 24 ou 48 h (TERCl e
ROSSI, 2002; COUTO e COLS., 1998);

e) Tubo 1—No tubo de ensaio nimero 1, adicionar 1,0 mL de extrato de repolho roxo, 2,0 mL
de urina recém-coletada e acrescentar 1,0 mL da fracdo liquida resultante da trituracdo
de sementes de melanciaem dgua (sem fervura). Agitar e observar a cada 10 min.;

f) Tubo 2 —No tubo de ensaio nimero 2, adicionar 1,0 mL de extrato de repolho roxo, 2,0 mL
de urina recém-coletada e acrescentar 1,0 mL do liquido resultante da trituracdo de
sementes de melancia (fervido). Agitar e observaracada 10 min.;

g) Repetir os procedimentos (acima) para os tubos 3 e 4, substituindo a urina pela solugao de
ureiaa1%.

Resultados esperados

TUBOS 1 e 3: Aenzima urease (ativa), em meio aquoso e em contato com o substrato, decompde
a uréia em amonia (NH3) e didxido de carbono (CO5). A presenca de CO, no meio reacional ndo
reduz o pH a nivel de acidez, como esperado, muito pelo contrério, o pH pode chegar a 11. Tal
fato pode ocorrer porque a presenca de amoOnia em meio aquoso se ioniza, disponibilizando para
asolucdoions hidroxilas (OH-). Comisto, a cor esperada é verde (para estes tubos).

TUBOS 2 e 4: a enzima urease foi inativada pelo calor, portanto, a rea¢do representada na Figura
1 pode ocorrer, contudo, em menor velocidade. Nao havendo liberagdo da hidroxila (OH-) em
solucdo, o pH resultante ndo serd alterado, portanto, ndo é esperado mudanca na colora¢do do
indicador utilizado.

Exercicios com respostas
1) Oquevemaser Atividade de dgua (Aa)?

2) Na natureza as reacdes quimicas ocorrem a todo tempo, ao ponto de nem darmos o
devido valor ou a percepg¢do. A cinética quimica é a ciéncia responsavel por estes
estudos. Cite um exemplo de cada a seguir: reacdo rapida, reacdo lenta e reacdo
moderada.

Explosdo do dinamite (rdpida), formacdo do petréleo (lenta) e deterioracdo dos alimentos
por bactérias.
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3) Oquesdo catalisadores e quais outros fatores podem afetar a velocidade das reacoes?
4) Qualafaixa étimade atuacao da enzima da semente de melancia?

Um estudo sobre purificagGo de urease obtida de sementes de melancia verificou
que essa enzima possui atividade 6tima em pH 8,0 (MOHAMED e COLS., 1999).

5) Aurina pode interferir negativamente no experimento?

E um substrato que apresenta diferenciados valores de pH e concentragdo de sais. A
reac¢do pode ser lenta caso o meio reacional interfira no sitio ativo enzimdtico,
devido a ionizagcdo de aminodcidos na molécula que provoquem mudan¢a da
conformagdo da enzima.

6) Qualafinalidade de ferverasemente?
Inativagdo enzimatica
7) PorqueopHeatemperaturaafetam avelocidade das rea¢des?

8) Pesquise: existe alguma relacdo dos conceitos deste experimento com o fenémeno da
chuvaacida?
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UNIDADE 8

PREPARO E ANALISE DE PRODUTOS ALIMENTICIOS

Objetivo

* Conhecer os beneficios doiogurte paraasaude;
* Preparariogurte a partir doinéculo de Kefir;

* Visualizar estruturas bacterianas ao microscépio.

OBS.: nao fazer uso dos produtos, pois ndo foram produzidos a luz da adequada vigilancia
sanitaria.

Duragdo: 2 aulas (realizar preparacdo doiogurte antecipadamente)

8.1-PREPARO DE IOGURTE
logurte: algumas caracteristicas e grupos microbianos de interesse

As bactérias sdo seres unicelulares, procariontes, que muitas vezes causam doencas, porém a
maior parte das espécies é benéficaao homem (diretamente na alimentacdo ou indiretamente a
partir do nicho ecolégico delas no meio ambiente). Entre as possiveis aplicagdes das bactérias,
uma das mais consagradas é a fabricacdo de iogurte através dos lactobacilos que realizam o
processo de fermentacao.

Por falar em fermentagdo, em aula apresentamos alguns conceitos, entre eles: qualquer
processo metabadlico que libera energia e ocorra sob condi¢des anaerdbicas; ou ainda, processo
metabdlico que libera energia de um acucar ou outra molécula organica, que nao requer
oxigénio ou um sistema de transporte de elétrons e utiliza uma molécula organica como aceptor
final de elétrons (TORTORA et al., 2012).

Oiogurte em i é fruto da fermentacdo do leite. A versdo natural ndo contém adicdo de sabor ou
aclcar, mas a maioria é adocicada e possuialguma fruta, suco ou aromatizante.

Ja a bebida lactea é feita do leite fermentado com até 51% de soro de leite e também pode ter
adicao de polpa ou suco de fruta. Porém, para ficar mais encorpado, com a consisténcia préxima
adoiogurte, costumateramido de milho e um pouco de leite em pé.

O leite fermentado é produzido a partir da fermentacao lactea provocada pela adicao de
lactobacilos vivos.

O iogurte é geralmente obtido pela fermentacdo do leite, por acdo de duas bactérias —
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus — que transformam a lactose (o agucar do
leite) em acido lactico. Como sdo adicionadas apds o processo de pasteurizagao do leite, estas
bactérias permanecem “vivas”, tornando os iogurtes verdadeiros “alimentos vivos”. Um dos
aspectos positivos é o facto de estas duas bactérias conseguirem manter no organismo um meio
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acido que impede o desenvolvimento de outros microrganismos e leveduras prejudiciais que
podem causar infec¢Ges. Para além desta vantagem, as bactérias do iogurte ajudam o nosso
corpo a reagir quando a flora intestinal se encontra fraca ou na presenca de microrganismos
prejudiciais. E de salientar que Streptococcus thermophilus e Lactobacill us bulgaricus s3o seres
procariontes.

Os microrganismos de forma em geral, e ndo diferentemente com os lactobacilos do iogurte, se
reproduzem em condi¢cGes ambientais 6timas (temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes
sob condicOes 6timas). Uma das op¢des é a aquisicdo de logurte Natural para fins de inoculacdo
no leite, assim, produzindo maisiogurte.

As bactérias benéficas Streptococcus thermophilus e Lactobacilos bulgaricus sdo as responsaveis
por tal “transformacdo”, uma vez que se reproduziram em razdo das 6timas condi¢des de
temperatura (+-40 2C) e disponibilidade de alimento. Estas se alimentaram da lactose presente
no leite, eliminando acido latico — responsavel pela transformacao propriamente dita e se
reproduzindo assexuadamente.

Assim, o iogurte —ou a coalhada, dependendo do tipo de lactobacilo usado — possui as mesmas
substancias do leite, mas com uma propor¢dao menor de lactose. Estes organismos, uma vez
ingeridos, acidificam o intestino, impedindo a reproducdo e superpopulacdo de bactérias
nocivas e facilitam a absorc¢do de nutrientes pelo érgao.

Outra opcdo consagrada para iogurte caseiro é com uso de Kefir. E uma associacdo simbidtica
entre leveduras, bactérias acido-laticas e acido-acéticas (UFRB, 2009). Trata-se de um alimento
probidtico complexo produzido através da fermentacao do leite por leveduras e bactérias.

“A receita mais pedida é como fazer iogurte de kefir, é muito simples vocé vai precisar
apenas dos grdos de kefir e de 1 litro de leite, o sabor é opcional. Vocé pode fazer seu
iogurte de kefir com frutas, com chocolate ou até mesmo apenas adog¢ar e consumir.
oiogurte de kefir trds com ele todos os beneficios dos gréos de kefir, ajuda a regular o
intestino, aumenta a imunidade, ajuda a curar doencas inflamatdrias no intestino
etc...” (RECEITANATUREBA, 2018).

O Kefir pode ter um gosto refrescante. Levemente azedo, com um aroma suave de fermento
fresco semelhante a cerveja, assim como também pode ter um sabor forte efervescente natural
e picante. O sabor depende da relacdo entre a quantidade de leite e graos de Kefir e do tempo
gue se deixa fermentar.

“A fabricacdo do iogurte é controlada pelo processo de coalhadura. Basicamente,
trata-se de fazer o leite estragar de uma maneira bastante especifica. A partir dai, as
proteinas do leite formam uma membrana em torno de cada particula. Isso garante
uma melhor distribuicdo da gordura através do iogurte conforme o leite coalha.
Uma vez que o leite é resfriado a 379C, ele estd pronto para o processo que, para
muitos, define um iogurte: a fermentagdo. Isso porque essa temperatura é ideal
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para a proliferagdo das duas mais importantes bactérias presentes no produto:

Lactobacillus delbrueckii e Streptococcus thermophilus. Conforme elas aumentam,
elas transformam a lactose em dcido Idtico, diminuindo o pH do leite. As proteinas
presentes comecam a notar a diferenca e seus grumos comeg¢am a se soltar. Quanto
mais dcido o ambiente, mais elas se liberam e se unem a outras proteinas, formando
uma espécie de rede, que por sua vez retém dgua e gldbulos de gordura. O leite virou
iogurte (BBC, 2015).

Método

Os materiais necessarios s3o: Microscépio éptico; Lamina; Laminula; Lamparina; Agua; Alcool;
Azul-de-metileno; logurte; Oleo de imers3o.

Roteiro da pratical
a) Coloque uma porcaodeiogurte sobrealamina;

b) Coloque uma gota de dgua e espalhe o material sobre a lamina com muito cuidado (use a
pipeta Pasteur);

c) Coloquealaminasobrealamparinaafimde que o material seque e fixe-se;
d) Emseguidaadicione umagota de alcool e espere secar (aprox. 3 minutos);
e) Paracorar, coloque o azul-de-metileno, aguarde trés minutos e lave alamina;
f) Esperesecar naturalmente. Apds a secagem feche com umalaminula;

g) Useodleodeimersdo paraobjetivade 100X no microscépio.

Roteiro da pratica 2

1) Aquecer o leite até uma temperatura de aproximadamente 40° (temperatura em que
ndo se tenha mais condi¢des de colocar na panela de leite o dedo LIMPO e permanecer
por mais de 3 segundos);

2) Apds o aquecimento, colocar o leite em vasilhas apropriadas e, em cada uma delas,
inserir o iogurte (ou lactobacilos). Tapa-las e enrolar sobre cada uma delas um pano e
deixa-laemrepouso até ooutro dia.

Roteiro da pratica 3
a) Adquiraosgraosde Kefir e certifique que eles estdo reativados;

b) Tenha em mados, um pote de vidro esterilizado, uma colher de plastico também
esterilizada, 1 litro de leite integral em temperatura ambiente, um pano limpo e um
pldstico;

136



Microbiologia: _ o .
Roteiros de praticas, desafios e possibilidades para o cumprimento do @ ‘
ementdrio em uma Escola Técnica Federal ==

c) Coloque os graos de kefir dentro do pote de vidro, acrescente a quantidade de leite certa

d)

e)

a quantidade de graos ( para cada 1 colher de sopa usa-se 500ml de leite, para cada 1
colher de chd usa-se 250ml de leite). Tampe com o pano, coloque o plastico e leve para
fermentar por 24 horas em um lugar escuro e fechadinho;

Depois das 24 horas, coe seu kefir passando por uma peneira também de plastico ja
esterilizado, passe o liquido para um jarro e leve a geladeira. Esterilize o pote de vidro e
volte os graos de kefir fazendo o mesmo processo;

O liguido que foiretirado ja é o iogurte, agora é so deixar gelar. Bata com frutas, suco ou o
que preferir na hora de consumir, ele pode durar até 7 dias na geladeira.

Dica: Seu iogurte pode ser fermentado por no minimo 12 horas e por no maximo 36
horas. Adicione frutas, acicar mascavo e granola para cortar a acidez. Ha outras dicas em
sites de confianca.

Para descongelar o Kefir siga as instrucdes disponiveis no link abaixo:

https://receitanatureba.com/como-descongelar-o-kefir-ativar-o-quefir-de-maneira-facil/

Exercicios

1)

As bactérias sao classificadas de acordo com a sua forma, por exemplo: bacilo (formato
de bastdo), coco (forma esférica), espirilo (forma espiralada), vibrido (forma de virgula),
entre outras. Durante a pratica foi possivel identificar algum destes arranjos?

2) Aqualgrupotaxondmico pertence as células observadas?

3) Oquevemaserfermentacdo?

4) Quaisasdiferengas entreiogurte, bebida lactea e leite fermentado?
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8.2—PREPARO DE DERIVADOS LACTEOS

Objetivos

* Conhecer os procedimentos para producdo de queijo;
* Conhecer os tipos de queijos mais comercializados;

* Conhecer a classificacdo de um produto lacteo.

OBS.: nao fazer uso dos produtos, pois ndo foram produzidos a luz da adequada vigilancia
sanitaria.

Duragdo: 2 aulas

Derivados lacteos no dia a dia

O leite é o produto da secre¢do da glandula mamadria dos mamiferos. O leite e o mel sdo as Unicas
substancias na natureza destinadas, exclusivamente, a servir de alimento. O leite ndo especifico
mais utilizado na alimentacao humana é o leite de vaca, seguindo-se o de cabra.

“Os produtos ldcteos sGo aqueles que possuem o leite como principal elemento em
sua composicdo. Entre estes se enquadram o leite fluido pasteurizado ou
esterilizado, o leite desnatado, a manteiga, o creme de leite, os queijos, a ricota, o
requeijdo, o iogurte, os doces e as bebidas ldcteas. A multiplicacGo de micro-
organismos e a rancidez oxidativa sGo as principais causas da deterioragdo da
qualidade dos produtos ldcteos. O tipo de deterioragdo depende das caracteristicas
especificas de cada produto. Por exemplo, os queijos duros - com baixo teor de
umidade - sdo normalmente afetados pelo crescimento de fungos, enquanto que os
queijos brandos ou cremosos - com alto teor de umidade - sGo mais suscetiveis as
fermentacgdes e rancidez” (EMBRAPA, 2018).
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O site “ciéncia do leite” (2018) menciona a classificacdo para os produtos lacteos, conforme
abaixo:

a) Osingredientes lacteos devem representar no minimo 51% (cinquenta e um por cento)
massa/massa do total de ingredientes (obrigatdrios ou matéria-prima) do produto;

b) Composto Lacteo ou Composto Lacteo sem Adigao: é o produto em cuja elaboragao
sejam empregados exclusivamente produtos ou substancias alimenticias lacteas. O
produto final deve apresentar 100% (cem por cento) massa/massa (m/m) de
ingredientes lacteos;

c) Composto Lacteo com Adicdo: é o produto em cuja elaboracdo sejam empregados
produtos ou substancias alimenticias ndo lacteas. O produto final deve apresentar no
minimo 51% (cinquenta e um por cento) massa/massa (m/m) de ingredientes lacteos
(BRASIL, 2007).

Coalho é o agente que vai promover a coagula¢do do leite, formando a massa do queijo. Esse
método é denominado “coagulacdo enzimatica”, pois o coagulante é formado por uma enzima,
gue é uma proteina com propriedades especificas.

“As proteinas do soro sdo extraidas da por¢do aquosa do leite, gerada durante o
processo de fabrica¢cdo do queijo. Durante décadas, essa parte do leite era
dispensada pela industria de alimentos. Somente a partir da década de 70, os
cientistas passaram a estudar as propriedades dessas proteinas. As proteinas do
soro do leite, também conhecidas como whey protein, sdo extraidas durante o
processo de fabricagdo do queijo” (HARAGUCHI et al., 2008).

O soro do leite é, em linhas gerais, a parte liquida do leite que se separa da caseina, um tipo de
proteina encontrada no alimento. Durante esse processo de “separacdo”, o soro relne nutrientes
importantes como o calcio, fosforo, potdssio, carboidratos, selénio e vitamina B12 e zinco.

Alguns derivados do soro do leite sdo: ricota, bebida lactea fermentada e doce do soro do leite.

Quais sdo os tipos de queijo?

O “portal do queijo” (2018) apresenta a seguinte classificacdao abaixo.

Primeiramente, o que é Cura?

O termo cura diz respeito ao ponto de maturacao do queijo. Apds a sua fabricacado, o queijo fica
em “descanso”, que é o chamado momento da maturagdo. Eles sdo colocados em estantes de
madeira e virados para realizarem o processo em ambos os lados. E aqui que o queijo adquire as
suas caracteristicas préprias, incluindo as locais, que diferenciam o queijo de regido pararegiao.
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Meia Cura

O queijo Meia Cura é aquele queijo nem fresco nem curado. Seu periodo de matura¢ao nao é
bem definido, pode variar entre uma e cinco semanas, assim como a sua temperatura que varia
de 10°C até a temperatura ambiente. E um queijo produzido com leite cru, mas pode ser
encontrado com leite pasteurizado.

Curado

O queijo curado é um queijo mais seco e mais firme, massa mais ou menos firme, casca
amarelada e de sabor levemente acido. Seu processo de maturacao fortalece a intensidade do
seu sabore melhoraasuaconservacgao.

Queijo Canastra ou da Canastra

Queijo Canastra ndo é o queijo produzido em todo o estado de Minas Gerais como muita gente
pensa! O Canastra é aquele queijo produzido na regido da Serra da Canastra. Ele é feito com leite
cru, um “primo” distante do queijo da Serra da Estrela, de Portugal. E indicado consumi-lo com
pelo menos uma semana de maturagao. Com o passar dos dias, esse queijo adquire uma cor
dourada e vai enrijecendo de fora para dentro. E um bom acompanhante da cerveja gelada,
cachaca ou vinho tinto. E importante conserva-lo em local fresco e ventilado. Para que a
maturac¢ao ocorra de forma certa, o queijo deve descansar sobre um prato ou uma tabua de
madeira e ser virado uma vez por dia. Nao é recomendado deixa-lo em sacos plasticos ou na
geladeira, pois o seu sabor é alterado.

Queijo Minas

O termo queijo Minas se refere a qualquer queijo produzido em Minas Gerais, independente do
local de fabricacdo ou do processo de maturacdo. No mercado, por exemplo, é possivel
encontrar o queijo minas artesanal, minas padrdo e queijo minas frescal.

O Queijo Minas Artesanal é o queijo produzido nas fazendas mineiras, produzido através do leite
cru e é uma heranga histdrica de Minas Gerais. Ele passa pelo processo de maturagao que varia de
regido pararegido. S3o os queijos produzidos nas sete microrregioes produtoras de Minas.

A tradigdo do queijo Minas artesanal utiliza o leite produzido na prépria fazenda, além de
matérias-primas locais, exceto o sal.

O Queijo Minas Padrdo é elaborado seguindo uma receita mineira de formaindustrial. Suaumidade é
menor e geralmente é vendido a meia cura, o que possibilita um periodo de validade maior.

Ja o Queijo Minas Frescal é um queijo fresco, possui sabor menos intenso, massa crua e delicada
e ndo passa pelo processo de maturacdo. Deve ser consumido em até 10 dias apds a fabricacdo. A
sua producgao se concentra naZona Sul e Zona da Mata mineira.
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O tempo de maturacdo (descanso) de cada queijo altera a estrutura e cor da casca. Quanto mais
maturado, mais amarelada e mais consistente fica. Como vocés podem perceber, o queijo Minas
tem muitas variagdes e nomenclaturas, mas algumas caracteristicas sdo gerais, como o formato
cilindrico, bordas retas e faces planas, textura lisa que pode ou ndo apresentar pequenos buracos.

Preparo do leite para coagulagao

Nessa etapa, sdo feitos os procedimentos necessarios para coagular a caseina (proteina do leite),
dando origem a massa do queijo (coalhada). Para a coagulagdo do queijo, é preciso adicionar ao
leite osingredientes descritos a seguir.

Fermento é uma cultura latica, selecionada, que deve ser adicionada ao leite para a fabricagao
de queijos. O fermento possui as seguintes finalidades:

e Produzir acido latico e, consequentemente, reduzir o crescimento de microrganismos
indesejaveis, o que pode ocorrer pela diminui¢cdo do pH;

* Desenvolver pequena acidez, que aumentara o poder de coagulagdo do coalho;

e Melhorar a consisténcia do codgulo e auxiliar na etapa de retirada do soro.

Para a fabricacdo de queijo minas frescal é utilizado fermento composto pelas bactérias
(microrganismos) Lactococcus lactis e Lactococcus cremoris. Esses microrganismos sao
classificados como mesoéfilos, ou seja, crescem bem na faixa de temperatura entre 30 2Ce 37 °C.
A quantidade a ser adicionada é de 1% a 1,5% em relacdo a quantidade de leite utilizada na
fabricacdo dos queijos.

Método

Os materiais necessarios sao: Coalho. 2 L de leite pasteurizado. Sal. Forma para prensar. Prato.
Colher de sopa. (ver demaisitens no experimento 2).

Experimento 1: Queijo

2,5Ldeleite e coalho de acordo com o fabricante.

Passo a passo:
e Colocaroleite paraaquecera35°C
e Colocarocoalhodeacordocomaindicacdo do fabricante
e Agitarbastante e deixaramassaemrepousoa35°Cpor50a 70 min.

e Umavezobtidaacoalhadafazercortesformando cubosde1,5cm
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Deixaremrepouso por 5 min.
Suspender a coalhada
Colocar sal namassa
Colocaramassanaforma
Salgar a superficie do queijo
Apdbs 30 min. virar o queijo

Conserva-loemgeladeira

Parametros a serem analisados: Rendimento da coalhada e do soro; quantidade de leite

utilizado e o peso do queijo obtido; medir o soro em proveta.

Experimento 2: Maionese de Leite

Ingredientes:

1 xicara de cha de leite integral bem gelado; Suco de 1 limao; 1 colher de chd de sal; % de cebola

pequena; Oleo de soja gelado; Cheiro verde ou outros temperos a gosto.

Modo de preparo: Liquidificar todos os ingredientes e ir acrescentando dleo até obter

consisténcia e volume desejados.

Exercicios

1)
2)

3)

4)

5)
6)
7)

Qualafuncaodo coalho para producao de queijo?

Quais sdo os principais tipos de queijo? Cite-os. Elenque 3 itens que os diferenciam, em
linhas gerais.

Alguns microrganismos podem comprometer a qualidade do leite e derivados mesmo
apos a pasteurizacao, pois sdo formadores de esporos. Cite duas medidas que podem ser
observadas para evitar este problema.

Qual a composicao do soro? Ele tem finalidade para produc¢do de algum outro derivado
doleite?

Como vocé classificaria o leite que acabou de produzir naaula de hoje?
Queijo com furos demasiados apds o corte pode ser qual tipo de indicativo?

Exercicio com resposta. Mundo educacdo (2018). O leite é uma mistura de diferentes
substancias (proteinas, carboidratos, vitaminas, gordura, sais minerais e agua) e, por
meio da analise de sua composicdo e propriedades, é possivel verificar a qualidade do
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leite. Uma analise simples é a medida da densidade, que deve estar entre os valores
1,028 e 1,034 g/L. Com base nisso, julgue os itens a seguir e assinale a Unica opgdo que
estd correta:

a) No caso de o leite ser adulterado com a adi¢do de dgua (d4g,, = 1,0 g/cm3), sua
densidade sera maior que os valores-padrao.

b) No caso de o leite ser adulterado por retirada de gordura (utilizada na producdo de
manteiga), sua densidade sera menor que os valores-padrao.

c)Adensidade do leite adulterado pode se situar entre os valores permitidos.

d) A densidade da gordura do leite é aproximadamente 0,927 g/cm3, e a do leite
desnatado é cerca de 1,035 g/cm3. Assim, um leite com 3,0% de gordura devera ter
uma densidade menor que o de um com 4,5% de gordura.

e) Adensidade da dgua oxigenada (solucdo de perdxido de hidrogénio) é de 1,45 g/cm3. No
entanto, escandalos surgiram em torno de uma suposta adicdo de dgua oxigenada no
leite. Nesse caso, adensidade do leite adulterado serd menor que a dos valores-padrao.

Resposta correta: Alternativa “C”.

a) Incorreta. Visto que a densidade da dgua é menor que a do leite, a sua adi¢do ao leite deve
diminuiradensidade.

b) Incorreta. A densidade serd maior porque a gordura tem menor densidade entre as
substancias do leite, e a sua retirada implica o aumento da porcentagem das substancias
mais densas, aumentando a densidade do leite que sobrou.

c) Correta. Se ao leite for adicionada uma substancia menos densa que ele, como a agua, e
houver a retirada de substancias menos densas, como a gordura, esses dois frascos
podem se compensar e adensidade do leite permanecer dentro dos valores permitidos.

d) Incorreta. Visto que a densidade da gordura do leite é menor que a densidade do leite, um
leite que tiver mais gordura tera menor densidade.

e) Incorreta. Visto que a densidade da dgua oxigenada é maior que a do leite, a sua adicdo ao
leite deve aumentar a densidade.
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8.3—INVESTIGANDO COMPONENTES PRESENTES NO LEITE

Objetivos

* Apresentar os principais microrganismos que podem estar presentes;

* Apresentar os principais problemas decorrentes da contaminagdo microbioldgica;
* Conhecer os tipos de pasteurizagado.

Duragao: 2 aulas

O leite e seus componentes

O leite é um alimento amplamente empregado na dieta alimentar humana, todavia, h3
necessidade de cuidados especiais ao longo da cadeia produtiva, pois é uma fonte de
microrganismos e por sua vez comprometimento da saude.

O leite quando esgotado do animal ja apresenta uma rica microbiota presente no corpo do
animal, além do risco da contaminacdo externa (agua, solo, esterco e outros).
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Por ser um alimento rico em nutrientes, como proteinas, carboidratos, lipideos, vitaminas e sais
minerais, a presenca de microrganismos contaminantes compromete as caracteristicas fisico-
guimicas e organolépticas, além de problemas econdmicos e de saude publica.

Os microrganismos no leite podem ser classificados em 3 grupos (PRONATEC, 2013):

1) Microrganismos benéficos para a industria de laticinios: necessarios para as
fermentacGes e decompor proteinas (necessarias na fabricacdo de queijos).

2) Microrganismos prejudiciais para a industria: podem desencadear a coagulacdo do leite,
modificacdo da cor e sabor, decomposicdo de proteinas etc.

3) Microrganismos causadores de enfermidades (patdgenos): podem causar doengas no
homem. A inoculacdo pode ocorrer ao longo de toda a cadeia produtiva (producao,
transporte, distribuicdo...), podendo ser provocada por bactérias, virus e parasitos.

A carga microbiana do leite cru diz muito da sua qualidade e a contaminacdo ocorre
principalmente naordenha, seja devido ainfec¢dao no animal, nohomem ou falta de higiene.

O leite ao sair do Ubere possui uma flora variavel de 500 a 1000 microrganismos/ml, podendo
atingir 10000, representada por Micrococcus e Bacillus ndo patogénicos (PRONATEC, 2013).

Os microrganismos presentes no leite cru sdo os mesmos encontrados no Ubere, na pele, no
ambiente da ordenha como umtodo e até nas tubulacdes.

Nafase de ordenhae conservagao, sdo encontrados principalmente os seguintes géneros abaixo:

Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas,
Bacillus e outros.

A flora microbiana (ou simplesmente denominada microbiota) é classificada em
homofermentativa e heterofermentativa. A classificacdo decorre dos produtos finais da
fermentacdo. As bactérias que fermentam a lactose dando como produto principal 4cido latico e
pequena quantidade de outros produtos como acido acético, CO2, e outras substancias volateis
sdao denominadas de heterofermentativas.

a) Floranormal homofermentativa:
Streptococcus cremoris
Streptococcus lactis
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus acidophilus

b) Flora normal heterofermentativa:
Streptococcus diacetilactis
Streptococcus thermophilus
Leuconostoc dextranicus
Leuconostoc citrovarum
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Tratamento do leite

a) Filtracdo: eliminar eventuais detritos e residuos que venham a atingir o leite no
momento da ordenha;

a) Resfriamento: o leite in natura (no momento da ordenha) tem temperatura de 352Ce é
favoravel a multiplicacdo da flora microbiana. O resfriamento a uma temperatura de 32C
a52Cevitaaacidificacdo

c) Pasteurizacdo do leite: elimina germes patogénicos e preserva as caracteristicas
nutritivas. Bactérias como Mycobacterium tuberculosis e Coxiella burnetii sdo destruidas
(sdo usadas como referéncia para definicdio da temperatura de pasteurizacdo). A
pasteurizacdo também mata leveduras, fungos filamentosos, bactérias gram-negativas,
e muitas das gram-positivas, sobrevivendo, entretanto, as termoduricas (resistentes a
pasteurizacao). “Os microrganismos nao esporulados que resistem a pasteurizacao do
leite sdo geralmente dos géneros Streptococcus e Lactobacillus” (PRONATEC, 2013). Os
géneros Bacillus e Clostridium s3ao os terméfilos de maiorimportancia em alimentos.

Tipos de pasteurizagao

1) Rapida: aquecimento do leite a 72 2C a 73 2C, e manuteng¢do dessa temperatura por 15
segundos, seguido de resfriamento bruscoa322Cou52C.

2) Lenta: consiste no aquecimento do leite a 652C e manutengdo dessa temperatura por 30
min., seguido de resfriamento a 32 2C. Alguns microrganismos termoestaveis
sobrevivem, mas nao se desenvolvem se o leite é conservado sob refrigeracdo a
temperaturasentre5°Ca 10 °C.

O leite é classificado em tipo “A”, “B” e “C” em funcdo da carga microbiana e dos cuidados
higiénicos. Atabela 1ilustra as caracteristicas:

Tabela 1 — Caracteristicas do tipo de leite

Concentragdo maxima de

. 4 r risti
microrganismos por mL Caracteristicas

Tipo de Leite

N&o existe contato manual em nenhuma
etapa da producgéo, sendo 100% mecanica |
enviada diretamente para a pasteurizagao ¢

envase

Tipo A 500/mL

A ordenha pode ser mecanica ou manual. C
leite aguarda por até 48h em ambiente
refrigerado para passar pelo processo de
pasteurizagéo

Tipo B 40.000/mL

Tem as mesmas caracteristicas do tipo B,
porém com uma uUnicaiferenca: ele ndo
passa por um processo de refrigeragcao apo
a sua coleta

Tipo C 100.000/mL

Fonte: PRONATEC, 2013
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Os leites UHT (ultra high temperature), que passam por um processo de superaquecimento para
eliminar sua carga bacteriana, para depois serem envasados em caixinhas. Também sao
chamados de leite longa vida.

Alterag6es microbioldgicas no leite

Sabores e odores do leite. O aparecimento de sabores e de odores estranhos no leite e derivados
é decorrente da multiplicacdo de microrganismos. A origem do problema pode estar relacionada
a ordenha, resisténcia na pasteurizacao e até contaminacao apds o processo. “O sabor e odor
acidos sao devidos a reagdes de fermentacdo de aguUcares por bactérias presentes nesses
produtos, como por exemplo, a fermentacdo latica e a fermentacdo butirica. O sabor amargo é
decorrente da presenca de peptideos devido a protedlise, enquanto que o sabor e o aroma de
ranco sao devidos a oxidacdao ou hidrdlise da gordura do leite e derivados” (PRONATEC, 2013).

O quadro 1 abaixo apresenta as caracteristicas organolépticas envolvidas e os microrganismos
associados.

Quadro 1 — Caracteristicas organolépticas

Caracteristica

Microrganismo associado

Aroma de caramelo ou queimado,
semelhante ao de leite cozido

Provocado por cepas de Lactobacillus lactis
var. maltigenes

Odor de estabulo

desenvolvimento de Enterobacter

Odor de peixe

Aeromonas hydrophila

Odor de batata

Pseudomonas mucidolens

Fonte: PRONATEC, 2013

Outras caracteristicas a serem observadas no leite:
e Alteragdes nacor;
e Rancidez;
e Alteracdes naviscosidade;

e Producdodegas.

Método
Passo a passo:

a) |—Emumvidro de reldgio ou pires, coloque duas pequenas amostras de sulfato de cobre
anidro (desidratado, sem agua), distantes uma da outra. A seguir pingue uma gota de
agua em uma delas e uma gota de leite na outra. 1 — O que vocé observou? Baseado
nisso, vocé pode afirmar que a agua é um dos componentes do leite? Por qué?
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b) II—A 100 mL de leite aquecido (50 °C a 60 °C) contido no copo, adicione vinagre gota a
gota e agite com bastdo de vidro até observar coagulacdo. Atencao! Pode ser que o
vinagre tenha perdido suas propriedades acidas. Para verificar isso, use a fita de
indicacdo do pH. 2-0 que vocé observou depois da adicdo de vinagre ao leite?

c) Il - Apds a adicdo do vinagre ao leite, “coe” a mistura em um béquer ou copo, usando
funile um pedaco de gaze ou papel defiltro. 3- O que vocé separou na gaze?

d) IV - Aqueca o liquido (obtido no item Ill) em um béquer, usando uma lamparina, por
alguns minutos e observe. 4—0 que vocé observou?

e) V - Filtre novamente o conteddo do béquer em outro usando papel e, em seguida,
aqueca-o até asecura. 5- O que restou no béquer? A qual classe de substancias vocé acha
gue estas pertencem?

Exercicios
1) Qualadiferencaentreiogurte e leite fermentado?
2) Qualaanalisecritica que vocé faz sobre os 3 tipos de leite?

3) Quaissdoos2tiposde pasteurizacado e o que os diferencia?
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8.4-TESTES DE QUALIDADE DO LEITE

Objetivos

* Apresentar os principais testes de qualidade do leite;

* Conheceralgumas das possiveis fraudes que podem ocorrer na cadeia produtiva do leite.

Duragdo: 2 aulas

Oleite eaqualidade

O leite é definido como o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condigdes de
higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas, conforme preconiza a legislagao
brasileira (BRASIL, 2002).

Como ja estudamos em aulas anteriores, o leite € um alimento amplamente utilizado pelo
homem, seja in natura ou para producdo de derivados lacteos. O leite € um alimento com ampla
variedade de nutrientes em sua composicao e benéficos a dieta humana, mas também é uma
fonte de contaminac¢do por microrganismos, sobretudo, quando indevidamente produzido (da
ordenhaao produto final).

A depreciagdo do leite pode ocorrer por interferéncia ou ndo de microrganismos, mas no caso
deste ultimo, pode ser que ocorra contaminacdo sem a percepc¢ao do paladar humano, o que
agrava asituacao, pois pode comprometer asaude doindividuo.

O leite pode habitar uma vasta comunidade microbiana, sob diferentes nichos, inclusive
psicrotréficas, mesodfilas e termofilas. Diversos artigos abordam sobre a alta concentracdo de
microrganismos no leite (ANDRETTA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016).

Para regulamentar este produto aqui no Brasil, a Instrucdo Normativa n° 51 do Ministério de
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), estabelece critérios e parametros da qualidade
do leite, desde a ordenha até o transporte, bem como os requisitos microbiolégicos e fisico-
quimicos, como contagem de células somaticas (CCS) e limites maximos de residuos (LMR) de
antimicrobianos (BRASIL, 2002).

Vérios parametros sdo monitorados com o intuito de evitar fraudes, o que pode ocorrer ao longo
de toda a cadeia produtiva do leite. Além dos parametros abaixo (passo a passo), outros como
presenca de formol, sangue, urina, pus, mastite, peroxidase, fazem parte dos testes rapidos para
verificacdo da qualidade do leite.

Método

Os experimentos abaixo foram obtidos a partir de Lima e Penna (2012), trabalho este realizado
pela Emater- MG (Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural).
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Experimento 1—Teste do Alizarol, que tem por finalidade selecionar o leite que serd submetido
ao aquecimento.

e Misturar2 ml(partesiguais) do leite e Alizarol em um tubo de ensaio
e Usetubodeensaio, estante, Alizarol e pipetade 5 mL.
e Resultado:

- Leite bom: vermelho-lilds sem coagulacao

- Leite anormal: conforme figura 1 abaixo.

Figura 1 — Resultado da analise do Alizarol

-
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Fonte: Lima e Penna (2012)

Experimento 2 - acidez Dornic (2d). “O desenvolvimento da acidez do leite deve-se,
principalmente, a degradacdo da lactose (carboidrato presente no leite) em acido lactico, pela
acdo de microrganismos. O resultado obtido na analise € um indicador das condi¢des de higiene
e de refrigeracdo do leite, desde a ordenha até a chegada da matéria-prima a industria” (LIMA e
PENNA, 2012). A analise baseia-se na titulacdo dos compostos de carater acido contra uma
solugdo alcalina de concentragdo conhecida: hidréxido de sédio 0,11 mol/I (solugdo Dornic) ou
hidroxido de sédio 0,1 mol/I. A utilizagdo do indicador de pH fenolftaleina determina o término
datitulacdo pelaviragem para coloracdo résea estavel por pelo menos 30 segundos.

e Pipetar 10 mlde leite para o béquer, erlenmeyer ou tubo de ensaio e pingar 2 a4 gotas de
fenolftaleina, titulando contra a solucdo Dornic.

e Resultado: O ponto final da titulacdo sera levemente réseo, e a leitura sera feita em 2D
(graus Dornic). Cada 0,1 mlde solu¢do Dornic=19D

e Paraexpressaroresultadoem % de acido lactico, usar a seguinte férmula: % al=2D/100

e Consulte o site da Embrapa para interpretacdo dos resultados: http://www.agencia.
cnptia.embrapa.br/Agencia8/AG01/arvore/AG01_194 21720039246.html
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Experimento 3 — Cloretos. O nitrato de prata reage com os cloretos, em presenca de cromato de
potassio comoindicador.

e Emtubodeensaiocolocar 10 mldeleite

e Adicionar 0,5 ml de solugao de cromato de potdssio 5% e 4,5 ml de solugao de nitrato de
prata0,1 mol/I

® Agitar
e |Interpretacdodoresultado:

- Positivo: presenca de cloretos em quantidades superiores a faixa normal: coloracao
amarela.

- Negativo (teor normal de cloretos — 0,08 a 0,1%): coloracdo marrom-avermelhada,
conforme figura 2 abaixo.

Figura 2 — resultado de analise de cloretos
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Fonte: Lima e Penna (2012)

Experimento 4 — Amido. Quando a amostra é aquecida, a molécula de amido tem uma cadeia
dilatada e ocorre aformacdo de um composto azul de adsor¢ao doiodo (solucdo de lugol), com o
desenvolvimento da coloragdo caracteristica.

e Transferir 10 ml de leite para o tubo de ensaio
e Aqueceraté ebulicdo em banho-maria e deixar por 5 minutos
e Esfriaremaguacorrente
e Adicionar2gotasdesolucdaodelugol
e Observaracoloracdo produzida
® |Interpretacdodoresultado:
- Positivo: presenca de amido, coloracao azul.

- Negativo: coloracdo laranja da solucdo de lugol (ver figura 3 abaixo)
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Figura 3 — Resultado para andlise de amido
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Fonte: Lima e Penna (2012)

Experimento 5 — pH. E uma propriedade com muitas aplicacdes tecnolégicas, como, por

exemplo, determinar o grau de fermentacdo de produtos.

e Colocar 100 mlde leite em um béquer, comtemperaturade 20a25°C.

e Fazeraleituraapds aestabilizacdo do aparelho.

® Apds solucdo analisada, deve-se enxagua-lo com agua destilada e secar com papel

absorvente de cima para baixo, bem levemente.

e Compareoresultadocom afitade pH (tornassol).

Exercicios

1) Cite5 parametros utilizados para verificar a qualidade do leite.

2) Algum dos parametros acima (do experimento 1 ao 5) pode estar associado a atividade

microbiana? Justifique.

3) Poderiamos especular alguma vantagem dos procedimentos acima (experimentos 1 ao 5)

emrelacdo a equipamentos mais sofisticados em laboratério?

4) Enumere 5 cuidados que devem ocorrer ao longo da cadeia produtiva do leite para evitar

contaminac¢ao microbioldgica.
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8.5— ANALISE QUALITATIVA DE PROTEINAS EM ALIMENTOS COM iON CUPRICO
Objetivos

* Demonstrar qualitativamente a presenca de proteinas nos alimentos a partir da reacao do ion
cuprico.

Duragdo: 2 aulas

Oion cuprico narotinadaindustria de alimentos

Um dos métodos mais empregados para a quantificacdo (bem como qualitativa) de proteinas
nos alimentos é por meio da reducdo de ions de cobre bivalente. Este trabalho propde um
experimento simples, baseado na reacdo classica de complexacdo entre cobre (ll) e biureto,
adaptada para deteccdo de proteinas em alimentos. Este procedimento também pode ser
adaptado para quantificacdo de aclicares (ALMEIDA et al., 2013; ARGANDONA et al., 2017).

“As proteinas se caracterizam por ser o grupo mais abundante de macromoléculas,
encontradas dentro e fora das células, e de importéncia vital aos seres vivos. Suas
funcbes vdo desde catdlise de reacbes quimicas (enzimas), transporte de outras
moléculas, transmissGo de impulsos nervosos, prote¢éo imunitdria e até mesmo
fungdo hormonal, entre outras” (ALMEIDA et al., 2013). No corpo humano ela se
transforma em mais de 100.000 tipos, totalizando 15% do peso do corpo.

“As unidades constituintes fundamentais das proteinas sGo os aminodcidos. Estes,
por sua vez, sdo moléculas orgénicas que possuem ligadas ao mesmo dtomo de
carbono (denominado de carbono a) um atomo de hidrogénio, um grupo amino, um
grupo carboxilico e uma cadeia lateral R (caracteristica para cada aminodcido). Essa
cadeia é o que difere os aminodcidos em estrutura, tamanho e propriedade fisico-
quimica” (FRANCISCO Jr.e FRANCISCO, 2006).

Nos alimentos as proteinas sdo encontradas em carne, peixe, ovo, leite e derivados, entre
outros. A maior parte dos vegetais é pobre em proteinas, exceto algumas leguminosas como
soja, amendoim e feijdo.
Por exemplo, a cada 100 g de alimento, a carne bovina tem 27,0 g de proteina, o ovo 13,0 g, o
feijao6,0geoarroz2,0g.
Uma das caracteristicas do fon ctprico ou chamado compostos de coordenacdo, é que s3o

capazes de absorver radiacao, resultando em compostos coloridos.

O diagndstico sobre proteinas tem relevancia em varias areas como, por exemplo, em analises
clinicas, favorecendo o tratamento de certas doencas relacionadas a quantidade de proteinas
nos fluidos bioldgicos.
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Uma reacdo geral que caracteriza ligacGes peptidicas € chamada reacdo de biureto, nome dado a
estrutura originada a partir da decomposi¢cdao da ureia, quando esta é submetida a uma
temperatura de aproximadamente 180°C e que fornece resultado positivo nesse teste
(Petkowicz, 2007).

“O método de biureto tem sido aplicado para determinar a concentragdo de
proteinas totais em diversos meios como soro, urina e alimentos. Apesar de ser
rdpido, utilizar reagentes de baixo custo e ndo apresentar grande variagdo da
absortividade especifica para diferentes proteinas, esse método apresenta a
desvantagem de baixa sensibilidade, pois os métodos que envolvem a rea¢do de
biureto requerem alta concentragdo de proteina na amostra como destaca o
trabalho” de Zaia et al. (1998), citado por ALMEIDA etal., 2013.

A presente aula pratica é um experimento simples, que utiliza materiais de facil aquisicdo e
ilustra uma reagao qualitativa para detec¢do de proteinas em alimentos, tendo como resultado o
surgimento de uma coloracgdo violeta (indicativo de proteinas) devido a formac¢do do composto
de coordenacgaoformado a partir dainteragao entre proteinase oion cult,

Método

Materiais: Hidroxido de sédio (solugdo 20 %); sulfato de cobre (solugdo 0,25 mol/L); dgua; sal;
acucar; amido de milho; clara de ovo; extrato (caldo) de carne fresca; leite; suco ou leite de soja;
conta-gotas; espatula; tubos de ensaio; e estante para tubos.

Passo a passo, conforme Almeidaetal. (2012):

1) Solucdo de referéncia (padrao de cor do reagente): em um tubo de ensaio, adicionar 20
gotas de agua, 20 gotas de solugdo de NaOH e 5 gotas de solucdo de CuSOy4. Misturar
bem os reagentes e observar a colorac¢ao;

2) Alimentos em pd: tomar uma pitada da amostra (amido de milho, agucar, sal) e dissolveé-
laem 15-20 gotas de dgua. Em seguida, adicionar 20 gotas de solucdo de NaOH e 5 gotas
de solugdo de CuSOy. Agitar bem a mistura e observar a coloragao;

3) Alimentos liquidos: no caso de leite, suco ou leite de soja e extrato (caldo) de carne fresca
(deixar um pequeno pedacgo de carne vermelha em agua, 50 mL, por alguns minutos e separar
o caldo), adicionar 10 gotas da amostra em um tubo de ensaio e, a este, 10 gotas de dgua.
Misturar 20 gotas de solu¢do de NaOH e 5 gotas de solugdo de CuSOy4. Agitar e aguardar;

4) Colorac¢des em diferentes concentracdes de extrato de carne: separar 4 tubos de ensaio.
Ao primeiro, adicionar 3 gotas de extrato de carne; ao segundo, 8 gotas; ao terceiro, 13
gotas; e ao quarto, 23 gotas. Sobre cada amostra, adicionar 20 gotas de solucdo de NaOH
e 5 gotas de solugdo de CuSOy4. Completar o volume com dgua (aproximadamente 10
mL). Agitar e aguardar. Transferir aliquotas de cada solugdo para tubos limpos, evitando a
transferéncia de sélidos formados.
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Exercicios

1) Citeumavantagem e umadesvantagem em relacdao ao método de biureto.
2) Halimite para deteccdo da concentracdo de proteinas a partir deste método?
3) Quaisasfungdes das proteinasno corpo humano?

4) A conformacdo tridimensional da proteina é extremamente importante para sua
atividade funcional. A desnaturagdo proteica — por exemplo, por altas temperaturas —é
um processo que desfaz as interacées moleculares que mantém a conformacao
tridimensional da proteina, afetando assim sua fung¢do. O ato de fritar ou cozinhar um
ovo, por exemplo, afeta a conformacdo da proteina albumina encontrada na sua clara,
que fica esbranquicada apds esse processo e, mesmo com a diminuicdo da temperatura,
ela ndo volta ao estado normal. Se vocé utilizar o método do biureto para detectar as
proteinas da clara de um ovo cru e de um cozido, encontrara resultados semelhantes?
Explique.

5) Reflita: Qualaimportanciaindustrial desta aula, sobretudo, para o consumidor?

OBS.: sulfato de cobre e o hidroxido de sédio coram a ligagdo peptidica. Com o
rompimento desta, a coloracdo some.
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UNIDADE 9

FERMENTACAO ALCOOLICA

Objetivo
* Observar o processo de fermentacdo para produgdo dovinho a partir de diferentes espécies de uvas;
* Observar os cuidados sanitarios se realizado em escala industrial.

OBS.: ndo fazer uso dos produtos, pois além da menoridade, ndo foram produzidos a luz da
adequada vigilancia sanitaria.

Duracdo: 4 aulas

9.1-AQUIMICADA PRODUCAO DE BEBIDAS ALCOOLICAS
9.1.1-Producgdo de vinho
Caracteristicas dafermentagao dovinho

Conforme Tortora et al. (2012), fermentar apresenta diferentes conceitos e caracteristicas,
sendo:

a) Qualquerdeterioracdo do alimento por microrganismo;
b) Qualquer processo que produz bebidas alcodlicas ou laticinios acidificados;

c) Qualquer processo microbiano em grande escala ocorrendo com ou sem ar (definicdo
comumente utilizada naindustria);

d) Qualquer processo metabdlico liberando energia que ocorra sob condi¢cdes anaerdbias
(é um conceito mais cientifico);

e) Qualquer processo metabdlico que libera energia de um acgucar ou outra molécula
organica, que ndo requer oxigénio ou um sistema de transporte de elétrons e utiliza uma
molécula organica como aceptor final de elétrons (conceito adotado do livro dos
autores);

f) Produz apenas um (01) ou dois (02) moléculas de ATP, isto porque grande parte da
energia original da glicose permanece nas ligacdes quimicas dos produtos organicos
finais, como acido lactico ou o etanol;

g) Naorequer oxigénio, mas porvezes pode ocorrer na presenca dele.

A producdo de vinho é um costume antigo e remota de 6000 a.C. Os vinhos tintos sdo feitos a
partir de uvas escuras, como merlot e cabernet sauvignon, engquanto as uvas verdes, como
chardonnay e moscatel, ddo origem aos brancos. O rendimento é variavel entre as vinicolas, mas
estima-se que para obter 1 Ldevinho é preciso 1,5 Kg de uva.
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Isso é o que afirma a lei n.° 7678/88, no artigo 32: "vinho é a bebida obtida pela fermentacdo
alcodlica do mosto simples de uva s3, fresca e madura", existindo regulamentacao para toda a
cadeia produtiva (BRASIL, 1988; BRASIL, 2014).

Saccharomyces cerevisiae é o microrganismo mais comum no processo de fermentacdao do
vinho, tanto que também é usada para a producdo de cerveja e paes. Isso ocorre porque ela tem
uma resisténcia maiorao alcool e a0 SO2 (didxido de enxofre).

O microrganismo que predomina na fermentacdo alcodlica é o Sacharomyces cerevisiae. Esta
levedura apresenta caracteristicas peculiares, tais como: tolerar as condi¢cdes como alta
concentracdo inicial de acucar, acidez elevada, variagdes na temperatura, disponibilidade de
nutrientes e, principalmente, por resistir aos teores crescentes de etanol. Esses microrganismos
sintetizam determinadas substdncias que os protegem de compostos toxicos gerados durante o
processo de fermentacio e do alcool produzido no meio. E por essa razdo que muito dificilmente o
Saccharomyces cerevisiae vem a ser predada por outros microrganismos (RESENDE et al., 2010).

As etapas de produgdo dovinho sdo basicamente:
a) Colheita,
b) Esmagamento;
c) Prensagem;

d) Fermentacgdo (processo fermentativo é iniciado imediatamente apds a adi¢do de 20 g/hL
de levedura seca ativa - Saccharomyces cerevisiae -, onde se da a fermentacao alcodlica
seguida da fermentacdo malolatica, ou seja, a transformacdo do acido malico em latico,
o que ocorre entre 2 a 10 dias). Na fermentacdo os acgucares glicose e frutose sdo
transformados em etanol;

e) Trasfega (passar o vinho de um recipiente para o outro apds decantar material sélido na
fase de fermentacdo);

f) Clarificacdo e estabilizacado (estabilizacdo microbioldgica evita que novas fermentagdes
acontecam depois do vinho engarrafado);

g) Amadurecimento (em barril outanque de aco);

h) E por fim, engarrafamento (veda¢dao com a rolha de cortica tem como principal fungao
proteger o vinho das contamina¢des microbianas e das oxidagdes - provém da casca de
carvalho - Quercus suberL).

Curiosidades
a) Endlogo é o profissional que estuda ovinho;

b) O suco de uva pode naturalmente transformar em vinho (mas ndo palatdvel,
normalmente) em funcdo da fermentacdo natural de microrganismos presentes, bem
como associado a outros fatores, como cristais presente no suco;
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c)

d)

e)

f)

g)

h)

Ha também o vinho sem alcool, onde o processo de fermentacdo ocorre, mas o alcool é
removido em outrafase do processo;

Ovinho é elaborado pela fermentagao da uva, ja o suco de uva é obtido apds o cozimento
até evaporaradguadauva;

Oxidacdo do etanoltornaovinhoimpréprio;

Asafradevinho é variavel em funcdo do tipo de solo, clima, condi¢des climaticas e outros
fatores;

Vocé sabe a diferenca entre “safra” e “lote” na industria? Lote é aquele produto passivel
de repeticdo na linha de produgao, ja safra é aquele produto “Unico”. Lembre-se, entre
um ano e outro ocorre alteragdo no regime de chuva, temperatura, condi¢des do solo e
outras (diferentes tonéis de reservatoério), que por sua vez alteram as propriedades da
uva. Assim, fala-se em safra;

Mosto é todo liquido acucarado apto afermentar.

Como vimos, os agucares presentes no suco de uva sofreram fermentagao e se transformaram

em etanol, originando o vinho.

Caso ocorra o contato do vinho com o ar durante a fase de fermentacao, pode ocorrer a oxidagcao

do etanol pelos microrganismos existentes no vinho, visto que ele ndo é uma bebida destilada, e

também pela acdo do oxigénio presente noar.

Toda reacdo de oxidacdo de um alcool primario forma um aldeido, que em seguida sofre
oxidagao e forma um acido carboxilico. Assim, no caso do etanol presente no vinho, sua oxidagao

originaria o etanal e, posteriormente, o acido etanoico (acido acético), que é o vinagre.
Lembremos que os acgucares glicose e frutose presentes no suco de uva sdo transformados em

etanol durante o seu processo de fermentacao, sendo:

CgH1,06 > 2 C,H;OH + 2 Co,

Fermento bioldgico e fermento quimico (REVISTASUPERINTERESSANTE, 2016)

“O fermento bioldgico é composto por fungos microscopicos vivos, enquanto o
quimico (ou em pd) é feito a base de bicarbonato de potdssio. A forma como eles
agem é bastante distinta. Os fungos do fermento vivo se alimentam da glicose da
farinha de trigo: sua digestdo produz, entre outras substdncias, as bolhas de gds
carbénico (ou didxido de carbono) que fazem a massa crescer. Jd no fermento
quimico, o mesmo gds é obtido em reacbes do bicarbonato de sédio com algum
dcido. Na fabricagdo do fermento em pd, o bicarbonato é misturado a substdncias
que se tornam dcidas ao entrar em contato com liquidos ou quando séo aquecidas. O
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po ja comecga a reagir na hora de bater o bolo e, na maioria das vezes, continua a
fazé-lo enquanto o bolo estd no forno. Jd os fungos do fermento bioldgico demoram
um pouco a fazer seu trabalho e morrem no calor do forno. Assim, em receitas com
fermentagdo bioldgica, como pdes e pizzas, é necessdrio esperar a massa crescer
antes de comec¢ar a assd-la”.

Método

Os materiais necessarios para esta pratica sdo: 1 Kg de uva, garrafdode 5L, 50 cm de mangueira
transparente, eldstico, liquidificador, 0,5 g de fermento biolégico, coador, dgua e rolha.

Passo a passo (BRASILESCOLA, 2018):
1. Facaum suco de uva colocando as uvas para bater no liquidificador;
2. Transfira o suco com o bagaco para o garrafao de vidro;
3. Adicione o fermento bioldgico ao suco;
4. Facaum furonarolhae passe a mangueira;
5.Tampeabocadogarrafdaocomarolha;

6. Coloque um pouco de dgua dentro da mangueira, sem deixar cair no suco, e dobre com o
eldstico, conforme mostrado abaixo nafigura 1:

Figura 1 — Esquema da produgdo de vinho.

manguena
rolha —=7 —— ye— elastico
|'I|. \
— —— Produzindeo winhe
( agua
frasco de vidro
t

suco de uva

Fonte: Brasil Escola (2018)

7. Depoisde cercade 10 dias, pegue a solucdo dentro do garrafdo e filtre. Esse filtrado é

ovinho.
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Producaode cachaga

A producdo de dlcool a partir de caldo de cana em sala de aula é uma atitude possivel que pode
possibilitar aos alunos uma forma atrativa de aprender e compreender os fenémenos quimicos.

A cana de acgucar é a matriz para a producdo de varios produtos, entre eles: cachaca, rapadura,
caldo de cana e até alcool combustivel. Um dos fatores a serem controlados é o tempo de
fermentacgdo para obter produtos como cachaca e dlcool combustivel.

Exercicios
1) Oquealteraacolora¢dodovinhoedosuco (branco, tinto, rose)?
2) Qualafinalidade dadguaretida namangueira do experimento?

3) Além dos diferentes tipos de acucares, qual outro fator pode afetar a intensidade da
fermentacdo?

4) Osaldecozinhapoderiasubstituir o agucar nafermentagdo alcodlica? Faga um teste.
5) Apartirdaaulade hoje, conceitue fermentacao.
6) Quaisforam as caracteristicas do produto apés afiltracdo (pureza, odor...)?

7) Quais fatores operacionais do processo industrial podem interferir no processo de
fermentacdo?
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9.1.2-Experimento bdsico e visual sobre fermentagdo
Objetivos

* Comparar a fermentagdo sob diferentes matrizes e com uso de alimentos do cotidiano.
Duragdo: 2 aulas

Fermentagao

Afermentacdo é um processo que ocorre na auséncia de oxigénio e consiste na quebra de glicose
em substancias mais simples, podendo ser realizado por diversos tipos de bactérias e fungos. A
atividade a seguir é com o fungo Saccharomyces cerevisiae, o tradicional fermento de padaria, o
qual se dd afermentagdo alcodlica.

Método

Materiais: Quatro tubos de ensaio para cada grupo; - BalGes (mesmo numero de tubos de
ensaio); Agua; Acuicar; Fermento.

Organizar os tubos de ensaio em 4 grupos: |- Agua; Il- Agua+ agucar; Ill- Agua + fermento; IV-
Agua +fermento+agucar.

Coloque um baldo na “boca” de cada tubo de ensaio e aguarde para registrar os resultados.

Exercicios

1) Qualfoioresultado encontrado e qual a explicagdo parao mesmo?

162



Microbiologia:

Roteiros de praticas, desafios e possibilidades para o cumprimento do @‘
ementdrio em uma Escola Técnica Federal =
REFERENCIAS

Brasil Escola. Site. Disponivel em: < https://educador.brasilescola.uol.com.br/estrategias-
ensino/observando-fermentacao.htm >. Acesso: 18 jun. 2018.

9.2 — AULAS EXTRAS: A QUIMICA E A FERMENTACAO PARA PRODUCAO DE BEBIDAS
ALCOOLICAS E NAO ALCOOLICAS

O presente subitem tem por finalidade promover algumas praticas sobre fermentacado e que se
aplicam ao cotidiano da Industria de Alimentos. Assim, de forma aplicada, estas praticas
permitirdo o aprofundamento das técnicas de fermentacao.

9.2.1-Cultivo de Leveduras para produgdo de cerveja
Objetivos

* Realizar testes para caracterizacao fisiolégica e selecdo de diferentes linhagens de leveduras do
énero Saccharomyces e ndo Saccharomyces com potencial para producao de cerveja
y y ]

Duracdo: 4 aulas

A produgao de cerveja

A cerveja é uma bebida de malte resultante da fermentacdo alcodlica do extrato aquoso do
malte de cevada com ldpulo. O processo cervejeiro é consequentemente um processo de
multiplos estagios envolvendo a conversao bioldgica de materiais in natura em produto final. O
desempenho das leveduras cervejeiras na fermentacdo, que é a habilidade das leveduras em
metabolizar eficientemente os constituintes do mosto em etanol e em outros produtos da
fermentacdo a fim de produzir uma cerveja com qualidade e estabilidade, é influenciada e
controlada por varios fatores:

e Caracteristicas Genéticas: a escolha da cepa deleveduraempregada;

e Fisiologia Celular: a tolerancia ao stress pelas células de levedura, a viabilidade e a
vitalidade das células e aconcentragao celular doindculo;

e Disponibilidade Nutricional: a concentracdo e a natureza do nitrogénio assimilavel, a
variedade e a concentracdo de aglcares no mosto e a disponibilidade de ions metdlicos;

e CondicOes Fisicas:temperatura, pH, oxigénio dissolvido e a densidade do mosto.
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Nas leveduras cervejeiras industriais existem caracteristicas significativamente diferentes
de crescimento. Por exemplo, na maioria das fermentacdes para elaboracdo de cervejas
“ale”, o processo é mais rapido (5 contra 14 dias) e conduzidos em temperaturas mais altas
(20 contra 8 2C) comparados com as fermenta¢gGes com cepas de leveduras “lager”.
Tradicionalmente, as leveduras cervejeiras “ale” foram descritas como “de alta
fermentacdo” ou seja, que se elevavam a superficie do liquido no final da fermentacao
formando uma pelicula flutuante e espessa de biomassa que poderiam ser retiradas desta
superficie. Ja as leveduras “lager” foram descritas como “de baixa fermentacdo” floculando
na base do fermentador no final da fermentacdo formando uma fase sedimentada de
biomassa apta a ser retirada no fundo da base do fermentador. Com o emprego de altos
fermentadores cilindro conicos (de aproximadamente 20 m) as leveduras de baixa
fermentacdo podem ser utilizadas atualmente na producdo de cervejas ale e as diferencas
de processamento entre as leveduras ale “de superficie” e as leveduras lager “floculantes”
tem se tornado cada vez menos discriminativas e usuais.

Apesar da existéncia de diferentes linhagens cervejeiras do género Saccharomyces, novos
estudos utilizando leveduras nao-Saccharomyces para producdo de bebidas tém
demonstrado potencial. Diante disso, os estudos dos parametros fermentativos, das
caracteristicas fisiolégicas e das melhores condi¢cdes de fabricacdo devem ser analisados
para possibilitar a selecdo de novas leveduras cervejeiras.

Método

Alinhagem de levedura mais usual para producdo de cerveja é da S. cerevisiae. Caso seja possivel,
providencie outras linhagens, caso contrdrio, proceda aos testes somente com uma mesma
linhagem para fins de observacao. Outras linhagens possiveis: Duas do género Saccharomyces,
sendo elas, Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces pastorianus e duas ndo Saccharomyces,
sendo elas, Starmerella meliponinorum e Torulaspora delbrueckii. A partir da escolha dessas
leveduras, podem ser realizados testes quanto a: fermentagao da Maltose, teste de tolerancia ao
etanol, teste de melhortemperatura de crescimento e teste de produgdo de H,S.

1. Teste de fermentac¢ao de maltose

Para o teste de fermentacdo da Maltose, transfira uma alcada de cada uma das linhagens de
levedura para tubos de ensaio devidamente identificados, contendo dgua para homogeneizacao
do indculo. Posteriormente transfira 100 microlitros de cada indculo para 2 tubos de ensaio
contendo meio minimo (0,5% peptona, 0,5% extrato de levedura) + 6% de maltose e com tubos
de Durhan. Em seguida, incubar as leveduras a 10 e 20 °C e observar se ocorrera a formacdo de
bolhas no interior dos tubo de Durhan, podendo ocupar 1/3, 2/3 ou 3/3 do tubo, indicando se
houve ou ndo afermentagao e qual foi a sua performance.
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2. Teste de tolerancia ao etanol

Para este teste, inocular 20 microlitros de cada indculo de levedura em placas contendo meio YM
(0,3% extrato de malte, 0,3% extrato de levedura, 0,5% peptona, 1% glicose e 2% agar) e
contendo diferentes concentracdes de etanol, sendo elas, 10 e 12%. Apds esse procedimento, as
placas devem ser incubadas a 25°C por 7 dias para observar se houve ou ndo o crescimento de
culturas.

3. Teste de melhor temperatura de crescimento

Inocular 10 microlitros de cada inéculo de levedura em placas contendo meio YM e incuba-las
nas temperaturas de 10, 15 e 30°C por 7 dias para avaliar se houve ou ndo o crescimento das
leveduras.

4.Teste de producdo de HyS

Para o teste de producdo de H5S, transferir uma al¢ada da levedura para placas contendo meio
agar bismuto sulfito (Difco) e incubar por 7 dias a 25 °C para observar se houve ou ndo o
escurecimento das coldnias apds esse periodo, indicando a ocorréncia da produgao do H,S.

Exercicios

1)O género S. cerevisiae é utilizado para producdo de varios géneros alimenticios e até de
bebidas. Sdo todas da mesma espécie? Justifique. (lembre-se da aula tedrica sobre
linhagem e cepa).

2)Quais sdo os tipos de cerveja apresentados? Que caracteristicas operacionais a
distinguem?

REFERENCIAS

BARONY, F. J. A. Acervo particular: Anota¢des de aula do curso de Especializacdo em
Microbiologia Aplicada — ICB: Instituto de Ciéncias Bioldgicas. UFMG: Universidade Federal de
Minas Gerais. 2018.
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9.2.2—-Bebidas fermentadoras e agdo probidtica
Objetivos

* Verificar quantitativamente a concentracdo de microrganismos em leite fermentado
comercializado;

* Discutir conceitualmente o papel dos produtos probiéticos.

Duracdo: 4 aulas

Probidticos

Dentre os diferentes tipos de leites fermentados que podem ser obtidos, os produtos
elaborados com bactérias probidticas apresentam grande interesse atualmente. As bactérias
probidticas sdo microrganismos vivos, que, quando ingeridos em quantidades adequadas,
exercem efeitos benéficos a saude do hospedeiro, além dos relacionados aos efeitos nutricionais
em geral (OMS, 2002; BRASIL, 2018). H4 estudos que os correlacionam inclusive com melhoras
da microbiota intestinal (tratamento e prevencdo de diarreia), e até acdo anticarcinogénica
(FARIA, 2006).

Método

a) Providenciar leites fermentados de diferentes marcas (normalmente sdo encontradas
5 marcas no comércio);

b) Verificara data de validade e registrar;

c) Umaaliquota de 25 g de cada leite fermentado serd homogeneizada em 225 ml de H,0
peptonada (meio de cultura utilizada para cultivo de organismos nao fastidiosos e para
realizacdo de testes de indol) esterilizada (diluicdo 10'1). oBs.: O triptofano é um
aminodcido essencial que pode sofrer oxidagao por atividades enzimaticas (realizado
pela enzima triptofanase), convertendo-o em Indol. Se o indol persistir no meio, ele
persiste no meio e fica visivel na parte superior do tubo de ensaio, apds a adicdo de um
reagente Kovac’s. A cor amarela indica que o substrato triptofano nao foi hidrolisado no
meio (reacdo negativa). A coloracdo vermelha é indol positivo. E um importante teste
bioquimico;

d) A partir desta diluicdo serdo realizadas outras centesimais seriadas até 107/ (1 mlda
diluicao 1071 para um tubo de ensaio com 9,0ml de PBS (tampao fosfato salino e que
pode ser preparado no laboratdrio) estéril para obter 102 e assim pordiante);

e) Uma aliquota de 1 ml das diluigdes 104 e 1070 serd semeada em placas de Petri vazias,
onde serdo vertidos 20 ml de dgar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS), fundido e resfriado
(atentar para o uso do Banho Maria). Elaborar 360 ml de Agar MRS;

f) Incubara37°Cpor48h (IDF, 1988).
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Leitura einterpretacao

No meio MRS, ha crescimento de bactérias produtoras de acido latico, preferencialmente. Deve-
se anotar o numero de tipos morfolégicos das col6nias presentes. Fazer o teste de gram das
colonias e o teste de catalase (peréxido de hidrogénio a 3% em |lamina de microscopia). Para
enumeracdo, os dados sdo expressos em Unidades Formadoras de Col6nias por grama (UFC/g)
de leite fermentado, como por exemplo:

Plagueamento em profundidade, diluicdo 10'2, com 25 col6nias presentes, cinco submetidas a
confirmacdo, quatro confirmadas (80%): UFC/g=25* 102*0,8=2*103

Exercicios
1) Quaissdo os beneficios dos probidticos?

2) Qual a concentracdo recomendada para um produto probidtico (leite fermentado)?
(vejaanotacdes daaulatedrica)

3) Qualafinalidade do meio BPS no procedimento acima?

4) Oqueasseguraque um produto é de fato probidtico?
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SUPLEMENTO 1
MODELO DE RELATORIO DE AULA PRATICA

@ RELATORIO DE AULA PRATICA N°
:.'.'l__:f CURSO: Téc Integrado Quimica — 1° Ano
Discipling: Laboraténo de Microbiologia Industnal Professor. Flévio Barony
Crata: Valor: Mota
Nome do esludante (o) Turma

Orientagfes:
- Seja objetivo & siga as instrugdes para slaboragdo do relatdrio. Faca com letra legivel, LEilize o verso,
caso necessario.

1 - Titulo:

2- Introdugéo:

3- Objetivos:

4 — Material @ métodos:

5 = Resultados:

6 —Concluséo;

7 = Bibliografia:
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SUPLEMENTO 2

ROTEIRO DE AULAS PRATICAS DE MICROBIOLOGIA

CONFORME CONTEUDO DO EMENTARIO
(VERSAO DO ESTUDANTE)

OBS.: Texto idéntico ao Apendice 2,
exceto pelas respostas e ou explicagées ao longo do texto.
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SUPLEMENTO 3
NOVO LAYOUT DO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL
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