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DIDACTIC SEQUENCE FOR THE PROMOTION OF PRACTICAL AND MULTIDISCIPLINARY STUDY WITH ACCESSIBLE
MATERIALS. Innovation and multidisciplinarity are the way to accelerate improvements in education, as well as the search for
contextualized content. The multidisciplinarity between chemistry and Biology, allows to explore various contents, one of them is
the environment. Works that offer alternatives to simpler experiments are of great help professors. In this context, this study suggests
a didactic sequence using easily accessible materials to address chemical and Microbiological concepts of soil. The proposal is
aimed at high school students and early undergraduate students. The contents were: hydrogen potentials (pH), mixture separation

methods, soil liquid and gas phases and soil microbial population extraction involving bacterial DNA. Thus, the work shows a low

cost alternative for the teaching of concepts related to soil, being a contextualized, multidisciplinary, dynamic and attractive proposal.
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INTRODUCAO

A aula pratica desperta grande interesse por parte dos alunos,
pois eles saem do ambiente tradicional e partem para um convivio
diferente e muito envolvente; um meio onde os alunos adquirem a
possibilidade de um contato direto com os fendmenos, manipulando
diferentes materiais e equipamentos, observando o crescimento de
organismos e o meio onde vivem, contribuindo na internalizagdo
do conhecimento."? Esse meio pode, entdo, reforgar os aspectos
macroscopicos do fendmeno. J4 a aula tedrica leva o aluno a uma
reflexdo sobre os aspectos microscopicos. Esses dois métodos, em
conjunto — tedrico e pratico — atingem o propdsito fundamental do
ensino que € construir o conhecimento para a formagdo do cidadao
critico, essencial para a criagdo de um pensamento quimico.>?

Ciéncias da Natureza agregam, atualmente, um novo conjunto
de ferramentas e técnicas disponiveis para a investiga¢do do solo.>*
Devido a complexidade do abstrato no estudo de Ciéncias da Natureza,
percebe-se, porém, a caréncia de apreenséo por parte dos discentes.’
Nesse contexto, faz-se necessario o uso de mecanismos auxiliadores
no processo de ensino como a multidisciplinaridade e assimilacéo.

A literatura em geral, classifica a pesquisa, envolvendo profes-
sores de diferentes disciplinas como os pertencentes a trés principais
categorias: multidisciplinar, interdisciplinar e transdisciplinar.>¢
Stokols’ fornece uma distin¢@o desses diferentes termos. O “multi-
disciplinar” ocorre quando professores de diferentes disciplinas tra-
balham de forma independente e sequencial, porém, cada um em sua
perspectiva especifica, envolvendo sua disciplina, resolvendo assim
um problema comum. Souza e Leite® apontam a multidisciplinaridade
como um grupamento de disciplinas que estudam, simultaneamente,
um determinado assunto, sem o envolvimento efetivo entre si.

J4, no termo “interdisciplinar”, os professores trabalham em
conjunto, porém cada um em perspectiva propria, dentro de suas
respectivas disciplinas para resolver um problema comum.® Por
ultimo, em “transdisciplinar” os professores trabalham em conjunto
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para desenvolver uma estrutura conceitual compartilhada que retine
teorias, conceitos e métodos especificos da disciplina para resolver
um problema comum.”

Ferreira® propde estratégias pedagdgicas multidisciplinares que
valorizem o prazer, a emoc¢ao, a imaginagao, a criatividade e a intuicio
do aluno. Propde, também, o uso de recursos didaticos, conciliando
a Ciéncia e a Arte no ensino, criando mecanismos de conexao, nos
alunos, com seus propdsitos de aprendizagem.

Dentre os mecanismos, a atividade experimental e a sequéncia
diddtica sdo meios promissores.®’

Professores, tanto da Quimica como da Biologia, estdo conscien-
tes da atual realidade da educa¢@o em relacdo a disponibilidade de
laboratérios equipados para o desenvolvimento de aulas praticas.'*!!
A difusdo de aulas requer recursos didéticos que auxiliem no processo
ensino-aprendizagem. Por isso, o desenvolvimento e a introducio
de estratégias apropriadas para a efetivacdo de uma aula prética,
utilizando equipamentos de facil acesso, torna-se um bem crucial
em termos de eficiéncia de recursos.'*!*

Além disso, a atividade experimental precisa ser direcionada de
forma consciente em relacéio aos perigos e emergéncias que possam
ser evidenciados no decorrer da mesma."

Nesse contexto, a utilizagdo de recursos diddticos tem também
um papel muito importante.'”> Além das aulas experimentais, com
materiais alternativos (como os que foram utilizados no presente
trabalho), o uso de softwares educacionais, a elaboragdo de mapas
conceituais, o uso de jogos diddticos — cartas, tabuleiro, jogos mi-
didticos, aulas que utilizam tecnologias digitais da informagdo e da
comunicac@o — também séo extremamente importantes.'®

Para o desenvolvimento de uma atividade experimental, utilizam-
-se as sequéncias diddticas — procedimentos encadeados de passos ou
etapas interligadas — tornando o processo ensino-aprendizado mais
eficiente. Essas etapas sdo:

e Exploragdo de Conceitos (um tema € escolhido e um problema

a ser investigado € formulado);

e Investigacdo do Conceito (faz-se um levantamento de informa-
¢des sobre o assunto e se formulam hipéteses);
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e Solucdo de Problemas (realizam-se experimentagdes, analisam-se
os resultados obtidos e se estabelecem conclusdes);
e  Avaliagdo (avalia-se o que foi investigado).'”!3

Santos e Zanello" analisaram os aspectos fisico-quimicos da dgua
do Rio Canguiri e do solo circunvizinho ao rio com alunos do ensino
médio. A aula experimental propiciou aos educandos o contato direto
com o objeto do estudo, por meio da manipulacdo de equipamentos,
reagentes, vidrarias laboratoriais, além de discussoes e reflexdes sobre
a importancia do solo nfo apenas como recurso agropecudrio, mas
como elemento passivel de cuidados e preocupacdes.

Fisher et al.* fornecem informagdes que envolvem a problema-
tizacdo do manejo do solo para a constru¢do do conhecimento; em
seguida, os autores extrapolam para uma educacio multidisciplinar,
possibilitando ao aluno observar toda a gama de possibilidades desse
manejo.

No trabalho de Silva et al.,*! foi aplicada uma sequéncia diddtica
com o uso de materiais alternativos, de baixo custo e de fécil acesso,
como: seringas, dgua oxigenada, prego, agua sanitdria — entre outros
materiais — para a realizagdo de experimentos de Quimica, relaciona-
dos aos temas de Cinética Quimica e Eletroquimica. Oliveira, Resende
Filho e Andrade® desenvolveram um experimento para identificagdo
de 4cido salicilico em produtos dermatolégicos, utilizando-se de
materiais de fécil acesso, baixo custo e recicldveis.

O uso, entdo, de aulas priticas com tais materiais e uma sequén-
cia didatica multidisciplinar, para o aprendizado tanto de Quimica
como de Microbiologia e/ou da Biologia, tornam-se essenciais, uma
vez que essas disciplinas sdo consideradas o foco da educag¢do em
muitos niveis, desde o ensino fundamental até estudos de graduacio
e de p6s-graduagao. >

Abordagens tematicas para o ensino de Quimica

Os blocos temdticos propostos para o ensino médio (1°, 2° e
3° anos), relacionados as disciplinas de Quimica e Biologia, de
maneira geral sdo respectivamente: matéria e sua natureza (mis-
tura, método de separagdo, fenomeno fisico e quimico), potencial
hidrogenionico (pH), virus e bactérias, substincias orgénicas e
inorganicas (classificacdes das substancias; funcdes das substan-
cias; estrutura das substincias), engenharia genética, entre outros
contetidos.”

J4, em um curso superior em Quimica, as disciplinas ofertadas nos
anos iniciais variam de acordo com a universidade, porém de maneira
geral os blocos tematicos relacionados a disciplina de Quimica geral
estdo relacionados com o estudo de separag@o de misturas, solucdes
dcidas e bdsicas, ligacdes quimicas, periodicidade quimica, entre
outros. E os blocos temdticos para a disciplina de Microbiologia estdo
relacionados com a morfologia e citologia bacteriana, crescimento
bacteriano, nutri¢do, reprodugdo, genética, entre outros.

Esses contetidos podem ser apresentados, utilizando o meio
ambiente como partida, onde a realiza¢do de experimentos para
demonstrar na pratica como se faz uma coleta adequada de amostra,
o significado do pH para a mesma, os métodos de separag@o de uma
mistura, além da determinagdo da populagio microbiana do solo e a
extragdo do DNA bacteriano, podem ser uma 6tima maneira para o
aprendizado dos temas demonstrados anteriormente.*

Juntamente com o conteudo inicial sobre meio ambiente, €
possivel introduzir o assunto sobre as fases liquida e gasosa do
solo, indicando que a gasosa, por exemplo, € importante tanto para
os microrganismos ali presentes quanto para as raizes das plantas.

Procedimentos de amostragens também sdo interessantes de
serem apresentados aos alunos como mencionado anteriormente,
indicando a importancia de se fazer uma amostragem correta, pois
ela representard o todo. E importante deixar claro, nesse momento,
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que amostras destinadas a andlises Quimicas ndo necessitam de ma-
teriais estéreis como € exigido nas amostras destinadas as andlises
Microbioldgicas.”’

Ap0s essas abordagens, os métodos de separacdo de misturas
devem ser introduzidos, dando-se énfase na catacio e peneiramento,
com o objetivo de implementé-los posteriormente.

O conteudo relacionado ao potencial hidrogenionico (pH) tam-
bém € um contetdo importante a ser introduzido em aulas poste-
riores, aplicando a multidisciplinaridade, indicando que o mesmo ¢
influenciado pela composi¢do do solo em écidos e bases, e também
€ importante tanto para o crescimento de plantas como ao controle
da abundéncia de algas,” bactérias® e fungos.

Com esse tema, € possivel também introduzir o contetdo relacio-
nado a populag¢@o microbiana do solo e, consequentemente, o contet-
do relacionado a engenharia genética. Sugere-se trabalhar contetdos
sobre a resisténcia aos antibidticos, pois este € um elemento genético
muito importante que relaciona a existéncia dos genes contidos
nos microrganismos com diferentes mecanismos bioquimicos que
impedem a agdo das drogas.””** Essa resisténcia pode ser originada
por diversos meios, mutagdes, erros de copias na sequéncia base
que forma o DNA cromossomico, além da importacdo dos genes
causadores do fendmeno.”

As abordagens temadticas no ensino de Quimica e Biologia tanto
no ensino médio como em anos iniciais do ensino superior, desen-
volvem valores e atitudes que propiciam a discussdo das questdes
ambientais, econdmicas, éticas e sociais.?>?!

Essas disciplinas geralmente sdo trabalhadas separadamente,
porém, sabe-se que essa fragmentagio do conhecimento desfavorece
a construcdo de um ensino-aprendizado de qualidade. Além disso,
essa fragmentagdo muitas vezes leva ao desinteresse por parte do
aluno, induzindo ainda a falsa impressdo de que o conhecimento de
um modo geral é compartimentalizado, fazendo com que o discente
ndo estabele¢a relacdes entre eles.” Por isso, os conteddos abordados
em sala de aula, quando possivel, sugerem-se partir de temas que
permitam a multidisciplinaridade entre diferentes saberes.?!2

O meio ambiente, em particular o meio terrestre, € um tema rico
em conteddo. A partir dele podem ser estudadas as varias fontes de
elementos naturais que sdo essenciais para a vida do planeta, para a
produgdo de oxigénio fornecida por meio da fotossintese realizada
pelas plantas e o fornecimento de alimentos por parte da agricultura
e pecudria. Além disso, podem ser abordadas questdes como agro-
toxicos, fertilizantes, alimentos transgénicos e mutacido genética,
dentre muitos outros assuntos. Devido a isso, a multidisciplinaridade
torna-se possivel e indispensavel quando relacionada as disciplinas
de Quimica e Biologia.?>?

Esse fato proporciona aos alunos a oportunidade de um contato
direto com o solo, além de vislumbrar a importancia de andlises
quimicas e microbioldgicas/bioldgicas e sua influéncia com o nosso
dia a dia. Esse contexto contribui ainda para a formacéo de um cida-
dao responsdvel e consciente frente as atitudes tomadas no futuro.*

Nesse sentido, o presente estudo relata o ensino na drea de
Quimica e Microbiologia/Biologia por meio de uma investigacio
cientifica: sequéncia didatica, envolvendo experimentos multidisci-
plinares relacionados a avaliagdo do solo, utilizando materiais de facil
acesso, para que possa ser aplicada em aulas experimentais tanto no
ensino médio como nos anos iniciais do curso de graduac@o.

EXPERIMENTAL

Para proporcionar efetividade confidvel ao desenvolvimento de
uma aula prética, os procedimentos de sequéncia diddtica foram
aplicados e baseados em dinamica especifica sistematizada em quatro
etapas distintas: explorag¢@o de conceitos, investiga¢do do conceito,
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solugdo de problemas e a avaliagdo.'®* Essa op¢do foi escolhida
por apresentar uma sustentacdo tedrica do ponto de vista cognitivo.

Para tal, os experimentos foram realizados com cunho demons-
trativo para vislumbrar a compreensdo de argumentos cientificos
juntamente com materiais de facil acesso.

Coleta de amostras

Em nivel de pesquisa demonstrativa, as amostras de solo, do
presente trabalho, foram coletadas na cidade de Apucarana — PR,
totalizando aproximadamente 400 g de solo em cada um dos quatro
pontos, escolhidos aleatoriamente (o0 experimento foi realizado em
triplicata).

A coleta foi realizada por meio da retirada da camada super-
ficial do solo até no maximo 20 cm de profundidade. Essas foram
acondicionadas, separadamente, em duas embalagens pldsticas e
numeradas por ponto de coleta. Uma embalagem foi destinada as
andlises quimicas e outra destinada para as andlises microbioldgicas,
sendo estas previamente tratadas externamente com dlcool etilico
hidratado 70° INPM (Instituto Nacional de Pesos e Medidas) e com
vedagdo. No presente trabalho, foram utilizadas embalagens com
dimensdes de 24 cm x 8 cm, sendo obtidas facilmente em sites ou
lojas de embalagens que trabalham com esse tipo de produto, e
possuem baixo custo, cerca de R$ 0,70 por unidade. Para a coleta,
fez-se necessdria a utilizacdo de luvas e mdscara para que ndo
ocorresse contaminacgao cruzada.

Ap6s a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixa iso-
térmica contendo gelo e encaminhadas para o laboratério de pesquisa
da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), campus
Apucarana.

Para o estudo em sala de aula, sugere-se que os alunos coletem as
amostras de solo em suas proprias escolas, universidade, residéncias
ou, ainda, préximo a elas.

Sugestoes

O professor podera propor a quantidade de pontos de coletas a
serem estudadas pelos alunos, contanto que esse nimero seja maior
ouigual a trés, distintos, para realizar uma melhor e ideal comparacdo
entre 0s mesmos.

Propdem-se, também, que os alunos fagam uma busca sazonal
anterior a coleta, além da realizagdo de um checklist, para que os
mesmos ndo sejam surpreendidos no momento da coleta.

Propdem-se ainda, que os alunos observem o ambiente onde
pretendem coletar as amostras de solo, pois, além da observacgao, &
interessante que os alunos coletem e organizem dados sobre o0 am-
biente e construam um conjunto de imagens e significados, sendo,
entdo, apos esta construgdo, recolhidas as amostras.

Na drea urbana, propdem-se fazer um levantamento de campo das
condicdes sanitdrias locais, por meio de pesquisas relacionadas com
a coleta e destinagdo final de efluentes liquidos e residuos sélidos,
para entdo poder relaciona-los com a quantidade de microrganismos
encontrados e também com o pH do solo.

Na drea agricola também € importante avaliar, por exemplo, o
manejo do solo; prdticas de preparo do mesmo para plantio; o uso
de fertilizantes (como controle de pragas e doengas); e verificacdo
se hd ou ndo queima de residuos culturais.

Analise Quimica e/ou Fisica do solo

Método de separagdo de mistura: catagdo

Todas as amostras coletadas no presente trabalho foram se-
paradas pelo método de catagdo, exceto as destinadas as andlises
microbiolégicas.
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Sugestoes

Para a separag@o de misturas existem diversos métodos, como:
catacdo, levigacdo, flotagéio, peneiragio, ventilagdo, entre outros.*
Esses conceitos devem ser introduzidos anteriormente a aplicacio
da prética.

No presente trabalho, em nivel de demonstracio, utilizou-se o
método de catagdo, porém o método de peneiracdo também pode
ser utilizado.

Esses métodos t€ém como objetivo o pré-processamento da amostra
contra possiveis interferentes, como: pedregulhos, folhas e outros séli-
dos que ndo sejam propriamente o solo, para que ndo venham a inter-
ferir nas etapas subsequentes. E importante salientar que esse método
(catagdo) foi aplicado apenas para 200 g das amostras de cada ponto,
pois as demais amostras foram dedicadas exclusivamente para ensaios
microbiolégicos, por isso foram coletadas em embalagens separadas.

O principio do método de catag@o se baseia em recolher com o
auxilio de uma pinga comum ou até mesmo com as maos, todos os
componentes impuros presentes na amostra. Apés essa etapa, cada
aluno deverd anotar quais foram as impurezas perceptiveis a olho nu
presentes no solo, e o professor, com os alunos, poderdo desenvolver
um debate sobre o que foi encontrado.

Verificacao das fases liquida e gasosa do solo

A distingdo entre as fases do solo pode ser percebida pela eli-
mina¢do das bolhas de ar que saem da porosidade do solo, quando
imerso em dgua, chamada assim de fase gasosa.

Esse procedimento consiste em imergir o solo, de preferéncia
ainda em torrdo, em aproximadamente 15,0 mL de d4gua em um tubo
de ensaio e, na falta deste, pode-se utilizar um recipiente transparente.
Em seguida, observar e anotar o que acontece no decorrer do processo
(liberagao de gés, esfacelamento e tempo de esfacelamento do torrao).

A fase liquida forma a solugao do solo onde se encontram elemen-
tos quimicos, observa-se entdo a cor da dgua no fim do processo.*¢

Extrato de repolho roxo usado como indicador universal de pH
para analise de solo

Para a determinacio do pH do solo, foi utilizado um indicador
acido-base natural que € o repolho roxo da espécie Brassica oleracea,
uma variedade peculiar de couve. Foi utilizado esse indicador natural
devido a sua comprovada eficdcia para a distingao do pH.?

Os materiais utilizados além do repolho roxo foram: dcido acético
(vinagre), dlcool etilico hidratado 70° INPM, dgua filtrada e hipoclo-
rito de sédio (dgua sanitdria, desinfetante de uso doméstico). Apesar
de este experimento ser realizado em um laboratério, os materiais
utilizados foram utensilios simples, como copos com medi¢do de
volume, e tubos de plastico transparente (tubetes) com tampa, ao
invés de tubos de ensaio convencionais, e também foi confeccionada
uma grade de isopor para inserir os tubos € minimizar ainda mais os
custos com 0s experimentos.

O extrato de repolho roxo foi realizado da seguinte maneira:
cortou-se o repolho em pequenas tiras, colocando-as em um frasco
de vidro transparente com agua filtrada até cobri-las. A mistura foi
fervida até que a 4gua fosse reduzida a metade do volume inicial. Com
o auxilio de uma peneira, a solugdo foi extraida. Para a conservagao,
o extrato deve ser armazenado em temperatura de 10 °C ou ainda,
congelado.? O restante foi descartado.

Para o preparo de diferentes valores de pH, foi utilizado o método
de Antunes et al.,** com modificagdes. Para o preparo da solucéo,
com o pH de aproximadamente 3,0, foram utilizados 5,0 mL de dgua
filtrada e 5,0 mL do extrato do repolho roxo (1:1), com 10 gotas de
acido acético.
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Para um pH aproximado de 4,0, a solucdo acima foi diluida em
1:2 da concentragdo inicial, isso €, 5,0 mL da solu¢ao anterior foram
adicionados a 5,0 mL de dgua, e a concentragdo de dcido acético foi
reduzida para a metade da inicial (5 gotas). Para obtencdo do pH
aproximado de 5,0, a solu¢a@o foi diluida novamente, utilizando os
mesmos critérios descritos acima. O volume final de cada valor de
pH foi de 5,0 mL.

Para obtencéo de um pH préximo de 6,0, utilizaram-se 2,5 mL
de dlcool etilico hidratado 70° INPM e também 2,5 mL do extrato de
repolho roxo (1:1). J4 para o pH préximo de 7,0, foi utilizada dgua
filtrada com o extrato de repolho roxo (1:1).

O pH aproximado de 12,0 foi obtido utilizando-se uma solugdo de
hipoclorito de s6dio com o extrato do repolho roxo (1:1) e os demais
pHs aproximados de 9,0, 10,0 e 11,0 foram obtidos por meio da dilui-
c¢do seriada desse (pH 12,0). Os pHs das solugdes foram confirmados
utilizando-se o método do eletrodo de vidro (KCI/Ag saturado),
com sistema microprocessado e calibragao em tampdes 4,0 e 7,0. O
aparelho utilizado foi o INSTRUTHERM, pHmetro PH — 2000, com-
provando a aproximagdo do pH das solucdes realizadas, com o valor
real desejado. Esse método foi utilizado apenas para confirmagao, ndo
sendo necessario seu uso no desenvolvimento da aula prética. Tanto
para o ensino médio, quanto para os anos iniciais de graduacdo, o
preparo do extrato de repolho roxo é uma 6tima oportunidade para
trabalhar o tema dilui¢do de solugdo, volumetria de complexagao,
titulag@o, diferentes indicadores de pHs naturais, metalocromicos
(que formam quelatos com fons metdlicos) e indicadores artificiais.

Para a determinacdo do pH aproximado das amostras de solo,
utilizou-se 1 g de solo juntamente com 10,0 mL do extrato de repolho
roxo. Em seguida a solucio foi agitada, manualmente, e um tempo
de aproximadamente 10 min foi aguardado para ocorrer a decantacio
das particulas de solo. Apds esse tempo, as particulas de solo foram
decantadas, e a colorac@o da solugdo foi alterada e comparada com
a faixa de pH, obtida com o extrato de repolho roxo.?

Analise microbiolégica do solo

Determinagdo da populacdo microbiana do solo

Para a determinag@o da populag¢@o microbiana do solo, utilizou-se
um caldo como pré-enriquecimento, o mesmo foi preparado utilizando
um tablete de caldo de carne industrializado em 250,0 mL de dgua
filtrada (aproximadamente o volume de um copo), juntamente com
5,0 g de sal de cozinha (cloreto de sédio - NaCl) (aproximadamente
o volume de duas colheres de chd) e também 5,0 g de agticar refinado
(sacarose - C,H,,0,)).

Ap0s o preparo da solucdo, a mesma foi fervida por 15 min. A
fervura ndo € um método de esteriliza¢@o, porém pode matar diversos
microrganismos ali presentes.®

Em seguida, a amostra de solo (25 g) foi colocada em contato
com a solugdo ( pré-enriquecimento) em um recipiente transparente
com tampa, com capacidade de 500,0 mL, desinfetado com dlcool
etilico hidratado 70° INPM.® Apds vedar o recipiente, agitou-se
manualmente a amostra por 2 minutos, com o movimento do braco
perfazendo um angulo de 90°.

Depois do preparo do meio de cultura liquido, continuou-se o
experimento com a utilizacio de um meio de cultura sélido preparado
com gelatina incolor e caldo de carne.®

O meio de cultura sélido foi vertido em placa de Petri de pldstico
doadas pelo laboratério da UTFPR, campus Apucarana. A limpeza
das placas foi realizada, utilizando dlcool etilico hidratado 70° INPM.
Para cada placa de Petri sdo necessdrios aproximadamente 20,0 mL
de solucdo.

Os microrganismos da soluciio de pré-enriquecimento foram
depositados sobre a placa de Petri contendo o meio de cultura ja
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solidificado com a ajuda de hastes flexiveis com algoddo na ponta.
Ap6s trés dias, em temperatura ambiente, ocorreu o crescimento de
microrganismos. Caso o laboratdrio possua uma estufa, este tempo
pode ser minimizado (24 ha 35 =2 °C).

A solugido feita de caldo de carne industrializado juntamente
com sal de cozinha e agticar, tem como propdsito substituir a dgua
peptonada tamponada 0,1% (p/v), um meio de cultura liquido muito
utilizado em matrizes alimentares com o mesmo objetivo, o pré-
-enriquecimento nio seletivo de bactérias, como utilizado no trabalho
de Cirolini et al.?®

De acordo com as orientagdes da Instru¢@o Normativan® 62, de 26
de agosto de 2003,* € possivel enriquecer e extrair microrganismos,
ap0s a agita¢do da mistura, como coliformes totais e termotolerantes
além de bactérias mesofilas, bolores e leveduras.

Essa mistura foi fervida representando um processo de pasteuri-
zacdo, destruicdo parcial de microrganismos patogénicos. Esse é um
método eficiente, podendo substituir apenas em nivel académico o
uso de autoclave (esterilizagao de materiais), equipamento de maior
custo se comparado a chapa de aquecimento ou até mesmo um fogao.

O preparo do meio de cultura sdlido consistiu na utilizagdo de
um pacote de gelatina incolor (agente solidificante) sob fervura,
acrescentando um tablete de caldo de carne (substrato) e 250,0 mL
de dgua filtrada. O tablete de caldo de carne pode ser substituido por
sangue bovino, adquirido facilmente em agougue.

No lugar das placas de Perri de plastico podem ser utilizadas duas
tampas finas transparentes ou ainda dois frascos rasos, ambos pre-
viamente tratados com dlcool etilico hidratado 70° INPM. As hastes
flexiveis com algoddo na ponta foram utilizadas como substituta do
swab, que mesmo sendo de fécil acesso, pode ndo ser encontrado em
laboratério de ensino, mas, caso o laboratdrio possua, indica-se o uso
do swab por ser de mais facil manuseio devido a sua haste ser maior.

Ao encontrarem um ambiente enriquecido — capaz de fornecer
nutrientes e também condicdes para o desenvolvimento — 0s microrga-
nismos se reproduzem excessivamente e aparecem sobre a superficie
da placa. Esses ambientes podem também ser alimentos mal emba-
lados ou guardados em local inadequado. E importante ressaltar aos
alunos que nem sempre os microrganismos encontrados no solo sio
patogénicos, muitos sdo benéficos a nossa satde e também para a
sobrevivéncia de outros seres vivos.

Extracio de DNA dos microrganismos

A extra¢do do DNA gendmico foi realizada por meio do método
de fervura,* com modificagdes. Para tanto, os microrganismos iso-
lados foram extraidos do meio de cultura sélida com a ajuda de uma
agulha de croché (aquecida apenas sua ponta diretamente ao fogo
por aproximadamente 30 s).

Esses isolados foram depositados em um eppendorfcom 2,0 mL
de dgua filtrada.** Apds esse preparo, agitou-se manualmente o
eppendorfpor 30 s para que as colonias se dissolvessem na dgua. Em
seguida, a suspensio foi aquecida em banho-maria até a temperatura
de fervura da dgua (100 °C) por 20 min. Apés essa etapa, a solugdo foi
submetida a um banho de gelo, com o objetivo de cessar a reacdo. Em
seguida, foi adicionado 0,5 mL de dlcool etilico hidratado 70° INPM
(temperatura de aproximadamente 4 °C) pelas paredes do eppendorf,
separando, assim, 0 DNA (extraido dos microrganismos) da solugao.
O sobrenadante foi visualizado com a ajuda de um palito de madeira,
sendo, aquele, um liquido extremamente viscoso e translicido.

Sugestoes

A extrac@o dos microrganismos isolados que se desenvolveram na
placa de Petri geralmente € feita com o auxilio de al¢as de semeadura,
porém, na falta destas, pode-se utilizar uma agulha de croché, como
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no presente trabalho. Também € possivel produzir manualmente uma
alca de semeadura, moldando um fio fino de ferro, formando um
circulo na ponta que permita a coleta.

Outro método que pode ser utilizado para a extragdo do DNA,
seria pela quebra da parede celular com uma agdo mecanica cau-
sada pelo carbonato de silicio, diéxido de silicio (silica), ou ainda
utilizando areia. Na falta de banho-maria ou bico de Bunsen para
a elevagdo da temperatura e extragdo do DNA, ambos os métodos
descritos, podem ser utilizados para o rompimento da parece celular
e liberagdo do DNA.

Esse produto (carbonato de silicio) apresenta granulometria em
torno de 320 mm e € quimicamente inerte e 0 DNA pode ser extraido
por meio de agitagdo para o rompimento da parede celular.*! Todos
os métodos propostos foram executados com sucesso no presente
trabalho.

No lugar do eppendorf poderia ser utilizado um tubo de ensaio
micro, ou ainda frascos de plastico destinados ao uso de amostras de
perfume, mas o eppendorf € de facil acesso, encontrado em embala-
gens com 1000 unidades custando menos de trinta reais.

Segundo Marques e Suzart,* a utilizacdo do dlcool etilico hidra-
tado 70° INPM em temperatura de 4 °C, substitui a centrifugacio
necessdria para separar o DNA dos microrganismos, o que se daria
por 10 min a 10.000 rpm, mas, caso o laboratdrio seja equipado com
uma centrifuga a sua utilizacdo € sugerida.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Ap0s a coleta, as amostras passaram pelo método de catagio para
a separagdo. Foi possivel observar que o solo coletado continha muitas
impurezas como pedregulhos, galhos e folhas. Essa caracteristica esta
relacionada com o solo de superficie, pois quanto mais profundo se
faz a coleta menos impurezas sdo encontradas. A composicao mineral
argilosa, a capacidade de troca cationica e o tamanho das particulas
contribuem para as caracteristicas de sedimentag@o dos solos.”>* Apés
a retirada das impurezas do solo, foram verificadas as suas fases.

A Figura 1, mostra os torrdes de trés pontos de coleta submersos
na dgua com as bolhas de ar saindo dos mesmos (indicag@o pelas
setas pretas). Apds 10 min com agitagdo, a dgua apresentou uma
coloragdo marrom com o esfacelamento do torrdo (a seta azul indica
a mudanca de coloracdo). E importante verificar que em cada ponto
o solo apresenta-se com uma caracteristica diferente, submetido ao
Mmesmo processo.

Sugestoes

O professor pode usar esse resultado para mostrar a importancia
do ar para os microrganismos, as raizes das plantas e aos pequenos
animais.
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Ap6s 10min com agitacdo

Figura 1. Verificagdo das diferentes fases do solo

Por extensdo, o fato de o torrdo se dissolver na dgua, pode ser
usado como analogia para explicar o efeito das gotas de chuva sobre
os solos. A cor barrenta da d4gua pode ser usada para explicar como
as aguas de rios ficam barrentas ap6s a precipitagao.

Ap6s a verificag@o das fases do solo, o pH foi determinado e
comparado com a faixa do extrato de repolho roxo demonstrado na
Figura 2.

O principal pigmento soltiivel em dgua, sensivel ao pH do extrato
repolho roxo € a antocianina, e ela atua como indicador pois, reage
com fons H* ou OH" que estdo presentes em vdrias solugdes adicio-
nadas ao extrato e, dependendo do pH, as solu¢gdes mudam de cor.?

A Figura 3 ilustra a colorag@o obtida quando adicionado o ex-
trato do repolho roxo ao solo, a mesma apresenta o resultado dos
trés pontos escolhidos aleatoriamente em nivel de ilustracio para a
coleta das amostras.

Comparando com a faixa de pH do extrato de repolho roxo, as
amostras de solo analisadas apresentaram um pH de aproximadamente
6,0 (coloragd@o roxa). Dessa forma, as amostras possuem um carater
levemente dcido, e isso quer dizer que a concentracdo de fons H* €
superior a concentra¢io de fons OH". Os solos podem apresentar esse
cardter naturalmente, em fungdo da prépria pobreza em bases, devido,

pH 9

Figura 2. Solugées contendo extrato de repolho roxo como indicador universal de pH
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Figura 3. pH do solo com a utilizagdo do extrato de repolho roxo

principalmente, a processos de formacdo que favorecem a remogao
de K*, Na*, Mg?, Ca®* entre outros elementos basicos.*

De acordo com Antunes et al.,’® quando trabalharam com os
alunos de ensino médio questdes relacionadas ao pH do solo, obser-
varam que a maior dificuldade encontrada pelos alunos foi em relagio
as questdes que estabeleceram a multidisciplinaridade envolvendo
a Quimica e a Biologia. Nesse contexto, com o presente estudo,
esse problema € solucionado ja que os experimentos demonstrados
estdo levando em consideracdo a multidisciplinaridade dessas duas
disciplinas.

Ja, em relacdo a populagdo microbiana encontrada no solo,
observa-se na Figura 4 que, dependendo do solo analisado, ocorrerd
maior ou menor crescimento de microrganismos. Essa discussdo ¢
muito importante, pois, dependendo das caracteristicas do local e do
clima da regido, da umidade, concentrag¢do de fons de hidrogénio,
composi¢do de matéria organica, entre outros fatores, a populacio
microbiana € alterada. Em tempos chuvosos hd uma tendéncia
no aumento de microrganismos quando comparada com dias sem
precipitacdes pluviométricas devido a disponibilidade de umidade
e carreamento de detritos para o solo. Outro fator importante que
regula a atividade microbiana seria a disponibilidade de nutrientes
existentes em diferentes tipos de solos.*4¢

Figura 4. Populagdo microbiana do ponto de coleta (A) e do ponto de
coleta (B)

No estudo realizado por Gislin et al.,* eles isolaram bactérias de
10 locais diferentes em Kerala, India. Todas os microrganismos extra-
idos testados por caracterizacdo morfoldgica apresentaram-se como
Gram positivas. Dentre elas, seis sdo patégenos para o ser humano,
como Escherichia coli, Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Acinetobacter sp.
Para comprovar essa patogenicidade, porém, € preciso analisar os
genes de viruléncia e resisténcia a antibiéticos em seu DNA, pois
alguns desses microrganismos estao presentes naturalmente em nosso
sistema digestivo.

Espécies do género Enterococcus também possuem como habitats
naturais a superficie s6lida da crosta terrestre. Collins ez al.*® indicam
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que E. mundtii, possui habitat conhecido como solo e planta e E.
casseliflavus, além desses, também habitam em animais diversos.

Os microrganismos ajudam na manutencdo da estrutura do solo,
pois ocorre a produgdo de substancias mucilaginosas que auxiliam a
agregar o solo, além de auxiliarem no desenvolvimento de plantas.*->°

Verificou-se que hd uma maior populagdo microbiana na
Figura 4A, quando comparada a Figura 4B. Isso pode ser explicado
pela provavel falta de substratos no ponto de coleta da Figura 4B.

Os tipos de microrganismos encontrados no solo sdo os mais
diversos possiveis e a quantidade € bastante elevada.

Apoés a verificacdo da populagio microbiana, o DNA foi
extraido. Na Figura 5A € possivel observar a separagdo de duas
fases, em que o precipitado s@o as células destruidas pelo processo
chamado de lise celular, e essa destrui¢do ou dissolu¢do da célula
é causada pela ruptura da membrana plasmadtica e, com isso, ocorre
a liberagdo do DNA (sobrenadante). O sobrenadante translicido e
viscoso, observado na Figura 5B (circulo preto), ¢ o DNA liberado
dos microrganismos. Os resultados obtidos foram satisfatdrios,
pois independentemente do método utilizado pdode-se observar
separacdo de duas fases.

Figura 5. Separagdo do DNA extraido da populagdo microbiana do solo (A)
e detalhe do DNA liberado (B)

CONCLUSAO

O presente trabalho relata o ensino na area de Quimica e
Microbiologia/Biologia por meio de uma investigagdo cientifica:
sequéncia didatica, utilizando materiais de facil acesso, como alter-
nativa para avaliacdo do solo envolvendo a multidisciplinaridade. A
falta de espago fisico e de recursos em escolas com ensino médio
impulsionou esse trabalho a utilizar materiais de ficil acesso. Por
outro lado, essa abordagem pode ser empregada também nos anos
iniciais de graduacdo, principalmente em cursos de licenciatura
em Quimica e Biologia, sendo uma proposta diddtica para futuros
professores. A proposta de uma aula experimental, utilizando a deter-
minacdo dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do solo,
como foi demonstrado, abrange diferentes areas do conhecimento.
Dessa forma, a realizagdo de uma aula experimental com materiais
encontrados no dia a dia € possivel, tornando o conhecimento mais
palpavel e simples.>! Os conceitos sobre os aspectos de fendmenos
macroscopicos podem ser refor¢ados e levar, ainda, a reflexdo dos
aspectos microscopicos.
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