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RESUMO

Devido as restricdes impostas como medida de contengdo da disseminagdo do virus causador
da COVID-19, as aulas presenciais foram suspensas e a modalidade de ensino remoto foi
utilizada. Assim a disciplina Microbiologia dos Procariontes da Universidade Federal de Sé&o
Carlos (UFSCar) ofertada aos cursos de graduacédo em Ciéncias Bioldgicas foi adaptada para
ser ministrada de forma remota. No entanto, 50% da carga horaria dessa disciplina corresponde
a aulas praticas em laboratorio didatico. Dessa forma, o objetivo desse trabalho de concluséo
de curso foi adaptar a apostila de roteiros de aulas praticas para o ensino remoto, bem como a
elaboracéo de videoaulas com as referidas praticas. O contetdo e roteiro dos videos foi baseado
nos livros didaticos de Microbiologia, totalizando a producdo de cinco videos das tematicas:
coloracdo de Gram, antibiograma, técnicas tradicionais em microbiologia e assepsia. Essa
disciplina foi ministrada para 45 alunos dos cursos de Ciéncias Bioldgicas (licenciatura e
bacharelado) e estes foram contemplados com o material produzido. No final do periodo de
oferta foi enviado aos alunos um questionario para a avaliacdo das aulas remotas, incluindo a
qualidade da apostila e 0 material audiovisual. Ao todo, 23 alunos responderam ao questionario,
sendo que destes, 100% afirmaram que a qualidade dos videos era Boa ou Muito Boa, sendo
que auxiliaram na fixacéao e aprendizado dos contetdos reduzindo os impactos negativos da ndo
oferta de aulas presenciais. A apostila e os videos produzidos estdo sendo utilizados como
ferramenta didatica nas ofertas atuais. Ressalta-se que materiais didaticos audiovisuais sdo uma
ferramenta importante para o ensino remoto. Esses materiais poderdo ser adotados também

como ferramenta de aprendizagem no ensino presencial.

Palavras-chave: ensino remoto, microrganismos, aprendizagem, videos didaticos



ABSTRACT

Limitations due to the restrictions imposed as a measure to contain the spread of the virus that
causes COVID-19, face-to-face classes were suspended and remote teaching was used. Thus,
the discipline of Microbiology of Prokaryotes at the Federal University of Sdo Carlos (UFSCar)
offered to undergraduate students in Biological Sciences were adapted to be taught online.
However, 50% of the workload of this class corresponds to practical classes in a didactic
laboratory. Thus, the objective of this project was to adapt the handout of practical lessons
scripts for online teaching, as well as the preparation of video lessons with laboratory practices.
The content and script of the videos were based on microbiology textbooks, totalling the
production of five videos on the themes: Gram stain, antibiogram, traditional techniques in
microbiology, and asepsis. This discipline was taught to 45 students from Biological Sciences
courses (undergraduate and bachelor's degree) and these were awarded the material produced.
At the end of the offer period, a questionnaire was sent to all students for the evaluation of the
online classes, including the quality of the handout and audio-visual material. In the end, 23
students answered the questionnaire, and of these, 100% said that the quality of the videos was
Good or Very Good, and they helped to adapt and adjust resources for the negative impacts of
not offering in-person classes. The handout and videos available are being used as a teaching
tool in current offers. It is noteworthy that audio-visual materials are an important tool for

remote teaching. These materials are also adopted as a learning tool in face-to-face teaching.

Keywords: e-learning, microorganisms, apprenticeship, educational videos
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1. INTRODUCAO

A pandemia de COVID-19 causada pelo novo coronavirus, 0 SARS-Cov-2, se iniciou
em 2020, quando os diversos paises comecaram a registrar casos de pessoas infectadas em
territorios distantes ao do epicentro da doenca em Wuhan, na China (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2020; WHO, 2020). Em marco de 2020, comecaram a ser tomadas
medidas restritivas para interromper a propagacao do virus, o que forcou instituicdes e docentes
a modificarem suas metodologias de ensino para se encaixarem em um modelo remoto
(SMALLEY, 2020). A inesperada e rapida transicdo mostrou as dificuldades em se adaptar as
aulas préaticas (ALVAREZ, 2021) para uma versao remota. Muitas questdes surgiram em como
converter uma aula pratica em uma aula remota sem que haja perda da aprendizagem ativa
(MAYER, 2014; FREEMAN et al., 2014), como abordar contetidos essencialmente praticos,

sem causar prejuizos no processo de aprendizagem.

No caso especifico a Universidade Federal de Sdo Carlos a administracdo anunciou que
0 ensino presencial seria suspenso por tempo indeterminado devido & pandemia da COVID-19,
e 0 Ensino Nao Presencial Emergencial (ENPE 1 e 2) foram sustentados pelas resolucfes do
Conselho de Graduacdo (CoG) n° 329, 330 e 342 de julho e dezembro de 2020, a
regulamentacdo de mais dois periodos letivos remotos foram feitas pelo CoG n° 371
(PROGRAD, 2021).

Os docentes enfrentaram inimeros problemas durante a transicao educacional. Dentre
eles se destacam as desigualdades expostas pelo ensino remoto ocasionando a excluséo digital,
tanto de educandos sem acesso a internet ou sem 0s recursos tecnoldgicos para acompanhar as
aulas; a dificuldade em manter o foco no ambiente virtual; transicdo de experiéncias praticas
para 0 aprendizado remoto e a inexperiéncia com o ensino e metodologias de aprendizado
remoto (DB, 2020; SHIM e LEE, 2020; SENN e WESSNER, 2021) tanto da maioria dos
docentes e discentes.

Consequentemente, as primeiras publicacbes demonstraram a insatisfacdo dos
estudantes com a mudancga do presencial para o remoto (SENN e WESSNER, 2021). Patch
(2020) investigou o impacto da pandemia no progresso académico e chegou ao resultado que
apenas 15% dos estudantes de graduacdo e pos-graduacdo consideravam aulas remotas tdo
eficazes quanto as presenciais (TOP HAT, 2020). Ja o interesse, durante a pandemia, 78% dos
estudantes do ensino superior consideraram as aulas remotas desinteressantes e 75% afirmaram

que perderam as interacGes face a face, em contrapartida os niveis de estresse e ansiedade



tiveram aumentos relativos devido a pandemia. Com relacdo a satisfagdo para com o curso antes
da pandemia 51% se sentiam muito satisfeitos, na pandemia, apenas 19% mantiveram a opinido
(MEANS e NEISLER, 2020; WANG et al., 2020).

Um outro problema que pode ser destacado aqui € a possivel falta de material didatico
disponivel para os alunos. Conforme o educando ascende em seus estudos 0s materiais e
exercicios disponiveis sdo menos acessiveis, seqgundo a US Government Accountability Office
(GAO) (2013) entre 2002 e 2013 os precos de livros escolares aumentaram 82% (SENACK e
DONOGHUE, 2016). Além disso, muitos materiais sdo para o ensino presencial (BROGUN et
al., 2021) e poucos recursos para 0 ensino remoto. Para minimizar este problema, em 2021, a
UFSCar adquiriu a Biblioteca Virtual Pearson, acervo digital composto por mais de 9 mil titulos
com tematicas abrangendo a maioria das areas do conhecimento, especificamente para a area
de microbiologia séo 35 livros dentre eles destaca-se aqui: Microbiologia de Brock - 102 edicdo
(MADIGAN et al., 2016) e Colecdo Biotecnologia Industrial vol. 1, 2, 3 e 4 (SCHIMIDELL et
al., 2001) (SIBI, 2021).

Nos cursos de graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, disciplinas como biologia celular,
bioquimica, botanica, microbiologia, genética molecular e anatomia sdao exemplos em que as
atividades laboratoriais complementam o contelddo tedrico e permitem o desenvolvimento
significativo do aprendizado, aprofundando os contetdos, que seriam superficiais apenas com
a teoria (GOBAW e ATAGANA, 2016; DYRBERG; TREUSCH; WIEGAND, 2017;
BLUMER e BECK, 2018; MUTCH-JONES et al., 2020). As aulas praticas presenciais sdo
fundamentais para a exploragédo dos recursos visuais, facilitando a compreensédo dos contedos,
no entanto, videos demonstrativos dessas praticas podem ser uma alternativa que possibilite a
compreensdo e aprendizado do educando durante o ensino remoto (LEHMAN, 1985; MORRIS
e LAMBE, 2017; CRESSWELL et al., 2019; FRANCHI, 2020).

Os avangos tecnoldgicos ja existentes possibilitaram a utilizacdo de ferramentas
multimidia, ou seja, que utilizam mais de um tipo de midia, seja videos, textos, sons e
animacOes que auxiliam na compreensdo e aprendizado do educando (GUAN; SONG; LI,
2018). Midias audiovisuais auxiliam na visualizacdo, compreensdo e expressdo do contedo
(ALEMDAG e CAGILTAY, 2018). O uso de videos € considerado pelos alunos uma
ferramenta de estudo util, que permite a constru¢do do conhecimento de conceitos com alta
dificuldade de compreensdo, revisao, atualizacdo com relacdo ao conte(ldo sem o prejuizo das
atividades extracurriculares (SAVERY e DUFFY, 1995; COONER, 2010; VAJOCZKI et al.,
2011).



Assim, para um aprendizado ativo em microbiologia, que transcenda a concepcéo de
ensino tradicional, tecnicista e expositivo, 0s contedos necessitam de uma apresentacdo
concisa e contextualizada, entdo, o uso de diferentes ferramentas como videos, textos e
resolucdo de questdes possibilitam a integracdo e associacdo dos processos da matéria
(GALEMBECK et al., 2004). Os videos didaticos facilitam as descri¢des experimentais e
caracteristicas microscépicas, que sao dificeis de se compor sem os devidos auxilios (VILAS
BOAS; NASCIMENTO JUNIOR; MOREIRA, 2018).

Além disso, partindo de um olhar comportamental, os videos estdo associados ao
entretenimento, dessa forma, assistir um video durante a aula gera uma resposta positiva do
educando, demonstrando que o educador deve fazer uso dessas midias como ferramenta de
ensino (PINHO e LEPIENSKI, 2013). Nesse sentido, Anggraini et al. (2018) relataram o
aumento da utilizacdo de videos nos cursos do ensino superior. Exemplos de utilizacdo de
videos em substituicdo ou complementacdo de experimentos em aulas praticas pode-se citar
Weber et al. (2016) que constataram que o uso de videos para ensinar a desinfeccdo correta das

mé&os antes de uma cirurgia foi mais eficaz do que as instrucgdes verbalizadas ou escritas.

Partindo dessa problematica de como ministrar aulas praticas de forma remota durante
a oferta da disciplina Biologia dos Microrganismos, este trabalho teve por objetivo adaptar,
junto a docente responsavel uma apostila de aula prética ilustrada, com experimentos

detalhados e links para os videos das préticas.

2. METODOLOGIA
2.1. DISCIPLINA-ALVO

A disciplina Biologia dos Microrganismos Procariontes (60 horas, sendo 30h aulas
tedricas e 30h aulas praticas), que é ministrada em perfil impar para os cursos de graduag&o:
Licenciatura em Ciéncias Biologicas e Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas ndo foi ofertada,
devido a dificuldade da docente para com 0s recursos tecnologicos exigidos para o ensino

remoto.

Durante o ENPE 2, a disciplina Biologia de Microrganismos Procariontes foi ofertada
em 16 semanas (marc¢o até junho de 2021), com um total de 45 alunos matriculados de ambos
0s cursos de graduacdo. A disciplina foi ministrada com encontros sincronos pela plataforma

Google Meet, com auxilio de discentes monitores.
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2.2. ADAPTAQAO DAS AULAS PRATICAS PARA O ENSINO REMOTO
Uma apostila de roteiros de aulas praticas foi adaptada para o ensino remoto neste
trabalho. Utilizando a plataforma CANVA e Office 365 foram adicionados textos introdutorios,

ilustracdes e fluxogramas detalhados para cada tema de aula.

Este trabalho visou uma préatica integradora que promovesse eficacia do ensino-
aprendizagem durante o ensino remoto. Assim foram elaborados e gravados 6 videos, em que
0 contetido dos videos e roteiro foram baseados nos livros de Tortora et al. (2012), Vieira e
Fernandes (2012), Madigan et al. (2016) e Vermelho et al. (2019). Os videos destacaram as

técnicas de assepsia, técnicas usuais em microbiologia, coloracdo de Gram e antibiograma.

Os videos foram gravados em fevereiro de 2021 no Laboratério de Microbiologia
Ambiental (LAMA) e no Laborat6rio de Microbiologia Aplicada (LMA), foi utilizado tripé,
celular, foco de luz e software Wondershare Filmora X para a gravacao. No intuito de promover
o envolvimento dos educandos no processo de aprendizagem e facilitar a compreensdo do
contetdo tomou-se o cuidado para que os videos fossem de curta de duracdo e anexados a

apostila.

2.3. DESCRICAO DAS AULAS PRATICAS E SUAS ADAPTACOES

Um total de 5 aulas préticas foram gravadas nas temaéticas de técnicas de: Assepsia,
Esterilizacdo e Preparo de Material; Presenca de Microrganismos no Ambiente; Inibicdo por
Agentes Desinfetantes; Quantificacdo de Microrganismos e Analise de Coliformes em
Alimentos. Para ilustrar os experimentos, todos os resultados tiveram as imagens das praticas

dos anos anteriores.

A primeira aula foi sobre técnicas de assepsia, esterilizacao e preparo dos materiais. O video
teve inicio com a explicacdo sobre o preparo de meio de cultura, mais especificamente meios
genéricos como o Agar Triptona de Soja (TSA), utilizado para crescimento de bactérias e Agar
Sabouraud, utilizado no cultivo de fungos (VERMELHO et al., 2019). Em seguida, foi
mostrado como preparar 0s materiais para serem colocados na autoclave para esterilizacédo, no
qual a fita para autoclave foi destacada na aula como indicador de cor para verificacdo da
qualidade do processo de esterilizacdo. Os materiais foram colocados na autoclave e explicada
as instrucdes para utilizacdo do equipamento. Depois disso, foi mostrada a utilizacdo da cabine
de fluxo laminar, que permite a recirculacdo do ar, criando areas estéreis e impedindo a
contaminacgédo externa (MADIGAN et al.,2016), para despejo de meio de cultura e posterior
solidificacdo. O descarte dos materiais, utilizando a autoclave, também foi demonstrado.



11

O segundo video discorre sobre a presenca de microrganismos no ambiente. Foi apresentado
como inocular uma amostra nas placas de Petri, no caso dos microrganismos da méo foi passado
0 dedo indicador no TSA e, posteriormente, as placas foram armazenadas em estufa. Em
seguida, mostramos que o isolamento, ou seja, a obtencdo de uma cultura pura a partir de uma
cultura mista — neste caso, 0s microrganismos da médo — pode ser realizado pela técnica de estria
de esgotamento, em que com o auxilio de uma al¢a de inoculacdo parte do in6culo € retirada da
cultura mista e é esgotada por meio de estrias ndo sobrepostas na placa. Como as coldnias sdo
claras e dificeis de serem visualizadas, utilizamos como demonstracdo tinta guache (Fig. 1A)
para ensinar como fazer a estria. Entéo, foi apresentado o passo-a-passo do preparo do esfregaco
em lamina e coloragdo de Gram e, finalmente, como observar a [amina em microscépio, desde

ligd-lo até mudar as lentes e colocar 6leo de imersao.

O terceiro video destacamos a inibicdo de crescimento dos microrganismos por agentes
desinfetantes, como demonstrador utilizamos neste video uma &gua turvada com guache (Fig.
1B) para melhor visualizacdo da semeadura. Depois com a pinca foram colocados os discos de
papel filtro embebidos na solucdo desinfetante a serem avaliados na placa, previamente

identificada.

Figura 1 — Utilizacdo de Tinta Guache nos Experimentos para ilustragdo: (A) Estria de

Esgotamento e (B) Diluigéo Seriada

A _— k[ﬂ

Fonte: Autoria prépria (2021)

A quarta aula pratica diz respeito a quantificacdo de microrganismos. Para fechar os tubos
de ensaio foi mostrado como fazer tampdes de algoddo que sdo fundamentais para a rotina de
um laboratério de microbiologia, e como é feita a diluicdo seriada até 10, utilizamos
novamente a tinta guache para melhor visualiza¢éo (Fig. 1B). As amostras da diluicdo seriada

foram espalhadas em placa com alga Drigalski e as colonias contadas seguindo o método de
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semeadura por espalhamento. A semeadura em profundidade também foi destacada, em que o
meio é colocado posteriormente a amostra (Fig. 2).

Figura 2 — Esquema representativo da semeadura em profundidade presente na apostila

Fonte: Autoria Propria, 2021

A quinta aula pratica foi sobre a presenca de bactérias do grupo dos coliformes em
alimentos, em que demonstramos o preparo da amostra e sua transferéncia para tubos de ensaio.
Considera-se positivo quando os tubos apresentam turbidez com presenca de bolhas de gas
aprisionadas nos tubinhos de Durham invertidos (Fig. 3A). Apds incubacéo foi identificado se
houve formacdo de bolhas e comparadas com a tabela de Nimero Mais Provavel (NMP) da
apostila. Depois, um teste com Agar MacConkey foi feito, em que coliformes apresentam

mudanca no meio para rosa (Fig. 3B e 3C), sendo um teste comprobatorio.

Figura 3 — Capturas do Quinto Video Prético (A) Presenca de G&s em tubo Durham (B) Resultado
do Teste em Agar MacConkey e (C) Explicagio sobre o Agar MacConkey
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TS Cay

CNomeodeMacConkeyascdbmaser coli, lactose (+), se
apresentam vermelhas, consequéncia da producdo de acidos e da mudanca do
indicador para vermelho, enquanto coldnias da especie lactose (-), como Proteus
murabikis, mantém sua cor onginal

Os{libeslauelapresentaramlerescimentojioramliepicadosienlplacaside)
MeConiiey, uilizclo pere iseler badios Crem-negeives
el erificagselholivelalfermentacacldallactesel

Fonte: A e B Autoria propria, 2021; C Adaptado, 2021 (MADIGAN et al., 2016).

2.4. AVALIACAO DOS VIDEOS

Os videos foram gravados, editados e elaborados de forma empirica, tendo como base a
experiéncia e roteiros ja existentes. A posteriori, foram realizadas as anélises dos videos de
acordo com a Teoria Cognitivista da Aprendizagem Multimidia (TCAM) em que visa
classificar os videos em 2 critérios: satisfatdrio ou insatisfatério para a aprendizagem (MAYER,
2001). Os principios avaliativos sdo utilizados para compreender quanto os conteudos
multimidias promovem a aprendizagem e contribuem para o processo cognitivo do aluno
(ARAUJO, SOUZA e LINS, 2015).

A Multimidia tem como base o aprendizado otimizado quando utilizado palavras e
imagens e ndo so palavras. A Contiguidade Espacial é baseada no conceito de que os estudantes
tém um melhor aprendizado quando as palavras e imagens estdo mais préximas, ou seja, na

mesma tela, permitindo que o foco do aluno néo seja dispersado. A Contiguidade Temporal é
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0 principio de que o aprendizado é melhor quando imagens e textos sdo apresentados
simultaneamente. Caso a animagcdo e 0s textos sejam apresentados separadamente a
probabilidade de construir conexdes entre o visual e o verbal, que favorecam na construgdo do
conhecimento, é muito menor (MAYER, 2001).

Com relacdo a Coeréncia, o aprendizado é melhor quando palavras, imagens ou sons
irrelevantes sdo excluidos. A Sinalizacdo é o principio que a aprendizagem é melhor quando
partes importantes sdo destacadas e quando o recurso multimidia possui uma estrutura
organizada com os elementos mais relevantes. A Modalidade sugere que quando se utiliza
animacao, narracdo e texto o aprendizado € prejudicado. A Redundancia sugere evitar o
acumulo de informacGes, evitando a redundancia e a dispersdo do aluno. A Personalizacédo
quando o estilo da conversacdo ndo é no estilo formal. A Voz humana é mais suscetivel a

melhorar o aprendizado. A Imagem deve conter o orador no video (MAYER, 1999).

2.5. QUESTIONARIO: AVALIACAO DA DISCIPLINA

Com o intuito de avaliar a efetividade dos materiais elaborados, dados foram coletados
por meio de questionario semiestruturado, para avaliacdo da disciplina. Segundo Minayo
(2004) questionarios semiestruturados possibilitam ao entrevistado discorrer sobre o tema
combinando perguntas fechadas e abertas, em que o entrevistado podera discorrer sobre o

tema proposto.

Esse questionario foi enviado na Gltima semana de aula, por meio do Google Forms sem
qgue houvesse a obrigatoriedade de ser respondido, sem identificacdo, sendo assim, uma
autoavaliacdo da disciplina. Dos 45 alunos cursando a disciplina 23 responderam ao

questionario (Fig. 4).

Figura 4 — Questionario Autoavaliacdo da Disciplina
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AVALIACAO DA DISCIPLINA

L.Em relacdo as aulas vocé prefere:
gas %a)sincrona b)Assincrona c)Outro:—
S's =8

2.Caso a disciplina fosse ofertada de forma assincrona, vocé acha que
encontros online para tirar davidas é:
a)Necessirio b)Desnecessirio

38.0s questionarios enviados foram uteis para o aprendizado?
a)Sim  b)Nio  ¢) Parcialmente  d) Outro:

4.Vocé leu o roteiro de praticas da apostila?
a)Sim  b)Ndo ¢) Outro:

5.Vocé assistiu aos videos de praticas da apostila de aulas praticas?
a)Sim  b)Nio

6.Vocé assistiu os videos do YouTube anexados no Google Classroom?
a)Sim  b)Nao c) Outro:

7.Em relacio aos videos que estdo nas apostilas, vocé achou:
a)Bom b)Muito Bom ¢} Ruim d)Regular e)Outro:

8.Vocé se sente preparado para realizar experimentos em um laboratorio
de microbiologia?
a)Sim b)Nio  c¢)Parcialmente

9.Vocé teve dificuldades na realizacio do trabalho final?
a)Sim b)Nio
AY
olO.Vm:é recomendaria a inscrigdo nesta disciplina de forma enline?
a)Sim b)Nzo ¢) Outro:

Fonte: Autoria Propria, 2021

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. CONTEUDO CURRICULAR PRATICO ABORDADO
A apostila adaptada possui 27 paginas (apéndice A), os Textos introdutdrios e
ilustracdes foram inseridos em cada aula pratica abordada. A representacdo préatica foi feita

pelos videos com adicdo de legendas para facilitar a compreensao (Figura 5).
Figura 5 — Apostila e Normas do Laboratério

NORMAS D UTILITACAO DO LABORATORIO DF
MICRORIOIOGIA

deve ser auazenado em scolas ot acosplsticon,
2%+ Cabelos compridon devem evar preson;
" - Naousar bood, o ou chaptsc

priticas

BIOLOGIA DOS " s peecns
MICRORGANISMOS :::ﬂ’.'.";".'..m«._.em
PROCARIONTES Syl ltrady @
Am-nduhudrlunm

« Todo o material wsado contaminado ou ko (pipetas, laninan,
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Fonte: Autoria Propria, 2021

Como os alunos ndo tiveram a oportunidade de conhecerem presencialmente 0s
laboratdrios, um video de 2 minutos e 41 segundos intitulado Laboratério de Microbiologia
Aplicada (LMA) e Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMA) (Figura 6) foi gravado e
editado para que 0s mesmos tivessem, a possibilidade de conhecer remotamente as instalagdes

Figura 6 — Algumas Imagens do Video - Apresentacdo dos Laboratorios

_ Conhecendo

[EX

Fonte: Autoria Propria, 2021
3.2. VIDEOAULAS
Os videos das préaticas consistiram em uma demonstracdo passo a passo da realizacdo do
experimento. Alguns cortes dos videos estdo incluidos na Figura 4.

Ao todo foram gravadas cinco videoaulas que estdo no hiperlink de cada préatica na
legenda da Figura 7.

Analisando as videos-aulas produzidas segundo Mayer e Fiorella (2014) e Silva (2015)
sobre o principio da coeréncia, os termos desconhecidos e complexos foram explicados e
simplificados objetivando a aproximagdo do conhecimento do individuo, sendo assim,
satisfatorio. Contudo, por ndo haver narragdo e inserida musica de fundo, ou seja, um material
estranho sendo, assim, considerado insatisfatorio para a aprendizagem do sujeito.

Quanto ao principio da sinalizagdo nossos videos foram satisfatorios, ja que utilizamos
fotos para destacar estruturas ou objetos que estdo sendo apontados durante o video como na
Fig. 7B, em que o Erlenmeyer com tampéao e papel pardo englobando sua abertura é destacado
durante o video.


https://youtu.be/O4Oaeu6glm4
https://youtu.be/O4Oaeu6glm4
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O principio da redundancia sugere que a animacdo acompanhada da narracdo
proporciona um melhor aprendizado do que o agrupamento: animacgdo, narragdo e texto
(MAYER e FIORELLA, 2014). Dessa forma, nossos videos foram considerados satisfatorios
pois utilizamos midia visual e o texto, como mostrado na Fig. 7.

O principio da contiguidade temporal destaca a otimizacdo do aprendizado quando
palavras e imagens sdo apresentadas ao mesmo tempo no video (MAYER e FIORELLA, 2014;
SILVA, 2015). A Fig. 7 | e J sdo exemplos disso, enquanto é feita a pratica, a legenda
acompanha-a até a finalizacdo da mesma, como ndo ha interrupcdo entre imagem e texto o
entendimento do educando é facilitando, sendo assim considerados satisfatérios quanto a esse
principio.

O principio da modalidade considera a compreensao facilitada do educando, quando ha
animacdo e narracdo ao invés de animacdo e texto, jA que o texto pode prejudicar o
acompanhamento do conteudo (MAYER e FIORELLA, 2014). Assim, o video foi considerado
insatisfatorio quanto a esse principio, pois optamos por legenda e ndo narracao.

O principio da voz disserta sobre um melhor aprendizado quando a narracéo € feita por
uma voz humana (MAYER e FIORELLA, 2014). Como nossos videos foram feitos sem narracao
foi caracterizado como insatisfatorio quanto a esse principio

O principio da imagem é sobre uma pessoa na tela o que contribuiria para a narragao
(MAYER e FIORELLA, 2014). Nossos videos foram satisfatdrios, ja que sempre houve

presenca dos envolvidos na tela, como mostrado na Fig. 7.

Figura 7 — Capturas das Aulas Préaticas Gravadas. A e B. Aula Préatica 1 — Técnicas de
Assepsia, Esterilizacao e Preparo de Material; C e D. Aula Prética 2 — Presenca de Microrganismos no
Ambiente; E e F. Aula Prética 3 — Inibigdo por Agentes Desinfetantes; G e H. Aula Prética 4 —

Quantificagcdo de Microrganismos; | e J. Aula Pratica 5 — Anéalise de Coliformes em Alimentos


https://youtu.be/s1TJ8kgNklE
https://youtu.be/qMLAX3JTYso
https://youtu.be/8pXH52Y5gSM
https://youtu.be/foLKULMUgjU
https://youtu.be/82NrttKOVik
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TECNICAS DE ASSEPSIA,
ESTERILIZACAO E
PREPARO DOS MATERIAIS

CRESCIMENTO EM SUPERFICIE SEMEADURA EM PROFUNDIDADE
’ B > o

7
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Fonte: Autoria Propria, 2021

Videos instrucionais podem melhorar a performance dos alunos de graduagdo durante
experimentos laboratoriais, como observado por Mutch-Jones et al. (2020). Os autores
observaram dois grupos de alunos: 1) que assistiram aos videos e 2) que ndo assistiram aos
videos. Assim, o grupo de alunos que tinham assistido aos videos relataram maior confianca e
compreensdo dos conceitos das técnicas do laboratério em comparacdo com 0s que nao
assistiram. Dessa forma, os videos podem ser recursos eficazes para o aprimoramento das aulas
praticas na graduacdo funcionando como um suporte positivo para os alunos na realizacdo de
aulas laboratoriais.

3.3. AUTO AVALIACAO DO PROCESSO DE APRENDIZAGEM
As respostas do questionario mostraram que, mais de 50% dos alunos, que responderam,
preferem aulas assincronas (Fig. 8A) e que 95,5% acham necessarios plantdes de dividas caso
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0s encontros sejam assincronos. Os contetdos das aulas praticas foram avaliados por meio de
questionarios enviados pelo Google Forms e 91,7% acharam esses Uteis para 0 processo de
aprendizagem (Fig. 8B).

Figura 8 — Auto avaliacdo dos estudantes (A) Preferéncia das Aulas (B) Utilidade dos

Questionarios

Aulas Utilidade dos
435435 Questionarios
8,7
34,8
56,5
Sincrona 91,3
Assincrona

Sincrona, mas gravada Uteis - InGteis - Parcialmente Gteis

Assincrona com plantbes

Fonte: Autoria Propria, 2021

A Figura 9 mostra os resultados das perguntas relacionadas as aulas préaticas. Por volta de
78% leram a apostila (Fig. 9A) e 100% viram os videos confeccionados para as aulas préticas.

A producdo dos videos utilizando a camera do celular demonstrou-se uma estratégia
envolvente e inovadora ao curriculo da disciplina. Isso demonstra que as ferramentas midiaticas
devem ser exploradas no processo de ensino-aprendizagem durante o ensino superior em
matérias praticas (VARGAS, ROCHA e FREIRE, 2007; VASCONCELOS, GARCIA, NEVES
etal., 2013).

Figura 9 — Auto avaliacdo dos estudantes (A) Sobre a Leitura da Apostila (B) Sobre Assistir 0s

Videos das Pratica
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Leitura da Apostila Videos das Praticas
4,35
17,35
78,3
100
Executada N3o executada Assistido
N&o Assistido

Parcialmente

Fonte: Autoria Propria, 2021

Os estudantes que responderam ao questionario acharam a qualidade dos videos boa ou
muito boa (Fig. 10A). Além disso, 78% dos alunos disseram ter confianca total ou parcial para
realizar os experimentos apenas com os videos instrucionais (Fig. 10B).

Videos complementares retirados do YouTube foram inseridos no Google sala de aula e
por meio desse questionario, 73,9% dos alunos disseram ter assistido aos Vvideos,
completamente, 17,4% parcialmente e 8,7% néo assistiram. Destaca-se aqui que nenhuma
atividade avaliativa foi proposta baseada nesses videos.

De acordo com Canto e Barreto (2011) os videos que sao aprovados pelos estudantes séo
instrumentos de grande valor pedagogico para os docentes, desde que sua aplicacdo seja
direcionada por estratégias didaticas compativeis com a especificidade de cada turma e com 0s

objetivos pedagdgicos que se pretende atingir.

E necessario destacar que a eficacia do ensino remoto é influenciada, também, pelas
caracteristicas de cada individuo, ja que o estilo de aprendizagem, motivacdo, satisfacdo e
envolvimento pode ocasionar divergéncia nos resultados (HUANG et al., 2015). Sobre o
desempenho da aprendizagem com recurso multimidias Wang, Fang e Gu (2020) destacaram
gue uma versdo interativa, utilizando ferramentas de video e texto sdo mais eficientes do que

as ferramentas usadas individualmente.

Figura 10 — Auto avaliacdo dos estudantes (A) Sobre a Qualidade dos Videos (B) Sobre a

Confianca de Realizar Experimentos no Laborat6rio Ap6s Assistir apenas aos Videos das Préaticas
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_ i Confianca de Realizar
Qualidade dos Videos Experimentos no

Laboratério
21,7

47,8 =
' 56,5

21,7

Muito Bom
Bom Sim -~ N&o - Parcialmente

Fonte: Autoria Propria, 2021

O trabalho final teve como objetivo aplicar os conceitos aprendidos durante a aula na
realidade. Os estudantes deveriam achar um produto inovador de valor agregado produzido

microrganismos e dar destaque as suas propriedades, 78,3% néo tiveram dificuldades.

As atividades praticas e o trabalho final tiveram o potencial de despertar o interesse dos
alunos para aprofundamento no tema da microbiologia. Segundo Scandorieiro et al. (2018)
atividades que instigam a pesquisa, na Microbiologia, contribuem para a formacdo de
profissionais mais conscientes quanto ao papel dos microrganismos ndo apenas no
desenvolvimento de doengas, mas também na satde, na producéo de alimentos, medicamentos

e vacinas, e na preservagdo do meio ambiente.

Perguntamos se os alunos recomendariam a disciplina na forma remota e 69,6% disseram
que sim, contudo, 21,7% responderam que recomendariam, mas apenas pela urgéncia do ENPE
e que gostariam de fazé-la no presencial e 8,7% ndo recomendariam, pois acham melhor esperar
pelo presencial. E necessario destacar que essa pergunta do questionario nio pode ser
interpretada de forma clara, pois ndo conseguimos inferir se os alunos respondentes ja puderam
ter tido aulas préticas no ensino presencial, portanto, ndo poderiam comparar 0 modelo remoto

e presencial do ensino superior.

4. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos com a realizagdo dos videos foram enriquecedores, tanto na
construcdo e desenvolvimento das praticas, assim, as ferramentas midiaticas devem ser
exploradas no processo de ensino-aprendizagem durante o ensino superior em matérias praticas.
Os materiais ndo devem ficar restritos ao contexto da pandemia, com o retorno das aulas

presenciais podem ser utilizados para complementar as préticas.

A teoria cognitiva da aprendizagem multimidia (TCAM) pode ser utilizada pelos docentes
para elaborar materiais multimidias otimizando a aprendizagem. Embora os videos possuam
alguns desvios das premissas, eles destacaram as concepcdes cientificas e evitaram maior

prejuizo da aprendizagem prética durante o ENPE.

Quanto aos principios da Coeréncia, Sinalizacdo, Redundéancia, Contiguidade Temporal
e Imagem, nossos videos foram considerados satisfatorios. Enquanto para os principios de Voz
e Modalidade foram considerados insatisfatorios. Assim, os videos cumpriram os objetivos de
suprir parcialmente as aulas praticas de microbiologia no ensino superior, facilitando a

compreensdo das técnicas laboratoriais basicas.

Uma sugestdo para futuras produces de materiais didaticos multimidias seria a
utilizacdo da narragdo ao inves da legenda. Segundo a TCAM a narragdo otimiza o aprendizado

e proporciona uma aproximagdo maior com o estudante.
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NORMAS DE UTILIZACAO DO LABORATORIO DE

MICROBIOLOGIA

w

O uso do jaleco de manga longa é obrigatorio - apds o uso o jaleco
deve ser armazenado em sacolas ou sacos plasticos.

Cabelos compridos devem estar presos;

Nio usar boné, touca ou chapéu;

Nao fumar nem comer no laboratorio;

O uso de cal¢as compridas e sapatos fechados é obrigatorio;

Nio levar a boca qualquer objeto durante a execucao das aulas
praticas;

Lavar as maos com agua e sabao e alcool 70% no inicio e final das
aulas praticas;

Manter a superficie da bancada livre de todo o material que nao for
utilizar durante a experiéncia;

Naio utilizar o aparelho celular durante os experimentos;
Desinfetar a superficie da bancada que ira utilizar com alcool a 70%,
antes e apos a execuc¢io do trabalho;

Evitar que objetos ou produtos inflamaveis fiquem préximos da
chama do bico de Bunsen;

Todo o material usado contaminado ou nao (pipetas, laminas,
lamelas, etc...) deve ser colocado dentro de um recipiente com
desinfetante;

Todos os tubos e placas de Petri que contenham microrganismos
serao autoclavados antes de serem lavados ou descartados;
Comunicar caso ocorra algum derramamento de cultura;
Comunicar qualquer acidente (corte, queimadura, etc);

Nunca esquecer de flambar as algas antes de as guardar no suporte.
Nio € permitido fones de ouvido.

Enquanto estiver no laboratério deve-se falar baixo e ficar atento as
explicacdes e também a ruidos.

O laboratério esta equipado com chuveiro, lava-olhos e extintores de

incéndio.
Antes de sair do laboratério verifique se o bico de Bunsen esta
devidamente fechado
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PRINCIPAIS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
UTILIZADOS NO LABORATORIO

Microscopio Balanga Analitica
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Proveta Bico de Bunsen Baldo Volumétrico Béquer Erlg;lmeyer
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Kitassato Bureta Pipeta Graduada Funil Vidro de Relégio
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Placa de Petri Bastio de Vidro Dessecador  Pipeta Automatica Microtubo
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PRINCIPAIS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

UTILIZADOS NO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Algas de Inoculagdo  pra5c0 Reagente

e Al¢ca de Espalhamento

pHmetro Banho de Ultrassom Capela de Exaustio Cabine de Fluxo Laminar

Lamina e
Centrifuga Estufa de Incubagao Espectrofotometro [ aminula/Lamela



(ONTROLE DO CRESCIMENTO MICROBIANO

O crescimento microbiano € inibido nas superficies por meio de lavagem.
Contudo, apenas a esterilizagido garante a eliminagdo e remog¢ido de todos os
microrganismos. A seguir sdo exemplificados alguns métodos para controle
do crescimento.

Os microrganismos podem ser controlados limitando ou inibindo seu
crescimento e os métodos para que isso ocorra incluem a descontaminacgao e
a desinfeccio. A descontaminacio pode até mesmo ser a limpeza de
utensilios para remoc¢ao de fragmentos de alimentos antes de sua utilizagao.
Enquanto que, a desinfecgio necessita de agentes desinfetantes, que matam e
inibem crescimento microbiano, esta técnica € utilizada para organismos
patoégenos, em sua maioria.

O calor, a radiagdo e a filtragdo sao capazes de destruir ou remover os
microrganismos. A esterilizagio pelo calor é o método mais difundido, ja que
todos os microrganismos apresentam uma temperatura maxima de
crescimento, acima desta, estruturas celulares sao destruidas ou proteinas sio
desnaturadas. O tipo de calor também é importante: o calor imido, em
determinada temperatura promove a reduciao mais rapida dos organismos,
que o calor seco.

Algumas bactérias sdo capazes de formar endésporos, que sio desidratados e
proteinas que possibilitam a resisténcia da estrutura ao calor. Nao é possivel
assegurar que os endosporos foram mortos, apenas em temperatura de
autoclave a 121°C por pelo menos 15 minutos.
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AUTOCLAVE. PASTEURIZACAO. RADIACAO [

FILTRACAO

A autoclave utiliza vapor a uma pressio de 1 ATM, o que gera uma
temperatura de 121°C. Nestes valores, o tempo necessario para promover
uma esterilizacdo de pequenas quantidades de material é de 15 minutos, mas
se o objeto for volumoso, a transferéncia de calor a seu interior sera lenta,
devendo o tempo de aquecimento ser estendido.

A pasteurizagao utiliza um aquecimento controlado para reduzir os
microrganismos presentes em liquidos que seriam destruidos se
autoclavados, como o leite. O liquido passa através de um trocador de calor.
Primeiro, ha elevacio para altas temperaturas durante um curto periodo de
tempo, e, entdo, é rapidamente resfriado.

A pasteurizacio nao mata todos os organismos, mas a carga microbiana e o
numero de microrganismos viaveis presentes em uma amostra. Nas
temperaturas e tempos utilizados para a pasteurizacio de alimentos as
bactérias patogénicas sio mortas. No mais, pela reducio da carga microbiana
geral, o crescimento de organismos deteriorantes € retardado.

A radiagao ultravioleta (UV) é absorvida pelo DNA e pode causar mutagoes ou
outros efeitos, podendo ocasionar a morte do organismo exposto. Ela é
amplamente utilizada para descontaminar e desinfetar a superficie de fluxos
laminares e para desinfetar o ar circulante em hospitais e salas de preparagao
de alimentos. No entanto, a luz UV tem baixo capacidade de penetragio,
limitando a desinfec¢io de superficies expostas ou ar.

Por fim, gases ou liquidos sensiveis ao calor devem ser esterilizados através
de um filtro, um dispositivo contendo poros de dimensées muito pequenas
que impedem a passagem de quaisquer células que possam estar presentes.
Para esterilizacdo, um filtro com poros de didmetro médio de 0,2 mm e
desejavel; no entanto, mesmo poros tio pequenos niao irdo impedir a
passagem da maioria dos virus.
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| - TECNICAS DE ASSEPSIA. ESTERILIIACAOQ E

PREPARO DE MATERIAL

Inoculacao e Assepsia
A limpeza das maos e bancada sio fundamentais para os procedimentos
de inoculagao. Inocular é introduzir um microrganismo conhecido ou
nio a um meio de cultura.
Meio de cultura é um preparado que contém os nutrientes necessarios
para o crescimento dos microrganismos em laboratério.
Toda vez que for realizar uma inoculagcio ou retirada de amostras
microbiologicas, esse procedimento deve ser realizado proximo a chama
do bico de Bunsen (até um raio de 15 cm), bem como toda vidraria que
sera utilizada durante o procedimento. Outra op¢ao para garantir uma
inoculagdo sem contaminagdes € usar a cabine de fluxo laminar.

Esterilizacao

O material a ser usado em experimentos (vidrarias, espatulas, pingas e
meios de cultura) sio previamente esterilizados para garantir que nio
haja contaminacio prévia das amostras.
A esterilizagcdo garante a morte dos microrganismos e esta pode ser
realizada por meio de calor umido (autoclave) e calor seco (estufa de
esterilizacio).

Video - Aula Pratica 1
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ISOLAMENTO

Dentre as técnicas conhecidas para o isolamento de microrganismos em
cultura pura, as mais comumente utilizadas s3o a técnica de estria por
esgotamento, diluicdo seriada e semeadura em meio de cultura em placa.
Elas se baseiam no principio de que uma célula microbiana isolada, ou um
Unico esporo, quando depositados em meio de cultura sélido adequado,
dardo origem a um agrupamento visivel chamado de colénia. A colénia é
um conjunto de células idénticas que tem como origem uma Unica célula ou
esporo.

A técnica das diluigdes e inoculagio em placa tem uma dupla aplicagio,
podendo ser utilizada tanto para o isolamento como para a contagem de
microrganismos. Ja a técnica do esgotamento consiste em semear, com uma
al¢a de inoculagdo, uma porciao da suspensio de microrganismos, fazendo
na superficie do meio uma sequéncia de estrias nao sobrepostas, que vio
das bordas para o centro em trés setores distintos ou mais. Assim, a
quantidade de material contida na al¢a sera progressivamente menor.
Entdo, ao final do procedimento, as células microbianas na al¢a vdo ser
depositadas separadamente. Apos incubagdo por tempo e temperatura
adequados, cada célula isolada dara origem a uma colonia isolada.

O sucesso do procedimento pode ser maior levando em conta os seguintes
topicos:

« Realizar o maior numero de estrias possivel
o Nao perfurar ou rasgar o meio de agar
« Nao voltar com a al¢a sobre as estrias, sobrepondo-as

« Iniciar a semeadura com uma pequena quantidade de material na alga
de inoculacao.

[
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MICROSCOPIA

Para a observar os microrganismos, € necessario utilizar um microscopio, seja
optico ou eletronico, eles possuem lentes que ampliam a imagem original. Em
geral, microscopios Opticos sdo utilizados para a observacio de células em
ampliagoes relativamente baixas, e os microscopios eletronicos sao utilizados para
a observagao de células e estruturas em ampliagoes relativamente altas.

O microscopio optico utiliza a luz visivel para iluminar as estruturas celulares. No
microscopio de campo claro, os espécimes sao visualizados devido as singelas
diferencas de contraste entre eles e o meio circundante. Ele possui duas lentes, a
objetiva e a ocular, que funcionam em combinac¢ao para formar a imagem. A fonte
luminosa € focalizada sobre o espécime por uma terceira lente, o condensador. As
células bacterianas sio normalmente de dificil visualizacio ao microscopio de
campo claro devido a auséncia de contraste em relagio ao meio circundante. O
aumento do contraste melhora a imagem final observada, por isso corar as células
é uma forma rapida e simples de melhorar o contraste, embora existam outras
formas de fazé-lo.

A realizacdo de uma coloracdo simples

deve ser iniciada a partir de preparacoes

Mario A sac o
MT. Madigan

celulares secas. Uma lamina de

microscopia  limpa  contendo  uma

Espécime em uma
- % = lamina de vidro
suspensdo de células secas € recoberta com /
uma solug¢do diluida de um corante por
determinado tempo, sendo entdo, lavada :
Lente objetiva

varias vezes em agua, e seca ao ar.
Platina

Condensador

Botdo para o ajuste do foco

Fonte Iuminosa——.




(OLORACAO DE GRAM

38

Corantes que conferem diferentes cores a diferentes tipos de células sdo ..

denominados corantes diferenciais. Um importante procedimento de coloragio
diferencial, amplamente utilizado em microbiologia, é a coloragio de Gram. As
bactérias podem ser agrupadas de duas formas de acordo com sua reagao a
coloragao de Gram, as gram-positivas e gram-negativas.

Apoés a coloragdo de Gram, as bactérias gram-positivas coram-se em roxo-
violeta, enquanto as bactérias gram-negativas, em cor-de-rosa. Essa diferenca de
reacdo a coloracio de Gram deve-se as diferencas na estrutura da parede celular
das células gram-positivas e gram-negativas. Apos a coloragdo com um corante
basico, como o cristal violeta que confere as células uma coloragido roxa, o
tratamento com o etanol descora as células gram-negativas, mas nio as gram-
positivas. Apos a coloragao de contraste com um corante de cor diferente,
normalmente a safranina, os dois tipos de células podem ser distinguidos
microscopicamente por suas cores diferenciadas.

A coloragio de Gram €é o procedimento de coloracdo mais utilizado na
microbiologia, sendo frequentemente utilizado para iniciar a caracterizagao de
uma bactéria recentemente isolada.

O principio da técnica esta baseado na diferengca de composi¢cao da parede de
diferentes bactérias e na capacidade de essas paredes reterem os corantes
utilizados. As bactérias gram-positivas possuem uma parede celular mais
espessa, diferentemente da parede das bactérias gram-negativas.

——-Peptideoglicano i

Gram-positivo Gram-negativo
4 Membrana externa ggg ;§E§(£
7 o h E
3 X o2 : 4 :

Membrana citoplasmatica ——— v 5 3{[

i ;{.‘x ,‘),,m..; J»_/

Peptideoglicano

Membrana
Membrana

Peptideoglicano citoplasmatica citoplasmatica

Membrana




Gram-positivo

(OLORACAO DE GRAM

A principio, os dois tipos de células se coram pelo cristal violeta associado ao
iodo, entdo, o complexo formado pelo cristal violeta e pelo iodo se liga a
componentes presentes na parede das bactérias positivas, que possuem em sua
composic¢ao elementos, que ao se ligarem com o corante tornam-no de dificil
remocao.

Entdo, ao utilizar o alcool o diferencial na composi¢io da parede celular das
bactérias sera de extrema importancia para definir os dois grupos de bactérias.
O alcool tera duas fungoes: dissolver lipidios e desidratar as células.

O corante associado a parede das bactérias gram-positivas nao consegue se
difundir de volta para o meio externo durante a lavagem com o alcool — a
célula permanece corada na cor roxa. No caso das gram-negativas, sabemos
que a camada de parede é mais delgada e que sobre a parede encontramos
outra membrana, a externa, de natureza lipidica. Ao utilizar o alcool, a
membrana externa das bactérias gram-negativas é solubilizada e, como a
camada de parede celular é mais fina, de composi¢io diferente da parede das
bactérias gram-positivas, o complexo cristal violeta/iodo é capaz de se
difundir, deixando a célula descorada. Quando se aplica o contracorante
safranina, as células gram-negativas adquirem a cor rosada do novo corante.

Membrana externa

Gram-negativo
__Peptideoglicano ~~ . ! !

Peptideoglicano
Membrana

Peptideoglicano citoplasmatica

Membrana

citoplasmatica
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[l - PRESENCA DE MICRORGANISMOS NO AMBIENTE

Video - Aula Pratica 2
Objetivo
Demonstrar a presenca de microrganismos em diferentes materiais
Procedimento

Fazer a pesagem do meio agar nutriente (heterotréficos totais). Dependo da
amostra podera ser usado os seguintes meios: agar Mac Conkey (gram negativos)
ou agar base Manitol (estafilococos).
Esses meios serdo acondicionados em erlenmeyer para esterilizacio em
autoclave.
Apos a esterilizagdo, verter o meio de cultura ainda quente em placas de Petri,
previamente estéreis e aguardar a solidificagio do meio. Cada aluno fara uma
placa com a amostra escolhida. Exemplos de inoculagio (alguns alunos
receberam swab com meio de transporte — stuart) :
Placa 1 - usando um swab, passe-o pela mucosa da boca e depois pela superficie
do agar, tomar cuidado para nio ferir o agar.
Placa 2 - tocar a superficie do agar em varios lugares com a ponta dos dedos.
Placa 3 — usando um swab, passe-o nas axilas e depois pela superficie do agar.
Placa 4 - esfregar o swab nos cabelos e depois passe-o pela superficie do agar.
Incubar por 48 horas em estufa a 85 a 37°C.

Contar as colonias. Observar a morfologia (Figura 1) e coloragao.
Figura 1 - Aspectos morfologicos de colonias

% 2 X ")
A

Puntiforme Circular Filamentosa Irregular Rizéide Fusiforme

e R e s A

Plana Elevada Convexa Crateriforme Papilada

e O ()

Inteira Ondulada Filamentosa Lobulada Serrada Espiral

Elevacao
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[l - PRESENCA DE MICRORGANISMOS NO AMBIENTE

Escolher 01 colénia e isolar em uma nova placa de Petri por meio de estria de
esgotamento (Figura 2a). Incubar por 48 horas nas mesmas condi¢des anteriores e
avaliar a estria.

Apés o crescimento da cultura na placa, realizar o isolamento por estria (Figura
2b), fazer uma lamina e observar no microscépio (Figura 2c) com o método de
coloracao de gram (Figura 3).

Figura 2 - Estrias de Esgotamento (a); Isolamento para fazer a lamina (b);
Microrganismo visto em microscopio (c)

Coloracao de bactérias pelo método Gram
Objetivo
« Praticar a coloracio de bactérias pelo método de Gram
o Aprender a preparar esfregaco de bactérias
« Comparar a estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas
o Permitir a observagdo da morfologia bacteriana e fornecer informagdes a
respeito do comportamento do seu material celular diante dos corantes de
Gram
Preparacao do esfregaco bacteriano
« Limpar bem uma lamina de vidro, (passar algodao embebido em alcool). =
e« Quando se tratar de uma cultura em meio liquido, com uma al¢ca de

inoculagao, tomar uma pequena porgao da cultura, observando as precaugoes
de assepsia, e coloca-la sobre a lamina espalhando-a para formar uma pelicula
bem fina.
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[l - PRESENCA DE MICRORGANISMOS NO AMBIENTE

e Quando for uma cultura em meio sélido, colocar uma gota de agua
destilada sobre a lamina e com uma al¢a de inoculagdo, colher uma
pequena quantidade de crescimento bacteriano da superficie do agar e
suspendé-la na gota de agua destilada, espalhando suficientemente para
obter um esfregaco fino. Este procedimento deve ser feito na zona de

’ \ esterilidade (15 cm da chama do bico de Bunsen).

’) « Fixar o esfregaco, ao ar ou passando a lamina trés vezes sobre a chama do
Y, / Bico de Bunsen

o Deixar a lamina esfriar

Figura 3 - Etapas da Coloracio de Gram

Gram + Gram -
« Cobrir o esfregaco com cristal violeta (1 e S 7 o
. g g ) / N, Fixacao (( /)\
min); Enxaguar em agua corrente —_— ‘L
« Cobrir com lugol (1 min); Enxaguar em - / O crisl (D)
.~ J = Violeta
agua corrente ‘
« Descorar com alcool (30s); Enxaguar m / (‘) vV o
=27 — Lugol
em agua corrente F——:;, ' P ‘}f
. 5 - sL | ( )
« Contra-corar com fucsina ou safranina /. _— ./ W T

4

(80s); Enxaguar em agua corrente |
: e /] @ 'V e
« Deixar secar e observar ao microscopio . "W Contra-corante

usando a objetiva de imersido



(ONTROLE OUIMICO DO CRESCIMENTO

MICROBIANO

Um agente antimicrobiano pode ser um produto quimico natural ou
sintético que mata ou inibe o crescimento de microrganismos. Agentes
que matam organismos possuem o sufixo -cidas, como agentes
bactericidas, fungicidas e viricidas, que matam bactérias, fungos e virus,
respectivamente. Agentes que apenas inibem o crescimento, possuem o
sufixo —staticos, e incluem compostos bacteriostaticos, fungistaticos e
viristaticos.

Agentes bacteriostaticos sdo inibidores de algum processo bioquimico,
como a sintese proteica, mas a ligagcao € fraca, entao, se o agente for
removido, as células podem retomar o crescimento, muitos antibioticos se
enquadram nesta categoria. Agentes bactericidas ligam-se fortemente a
seus alvos celulares e matam a célula. No entanto, as células mortas nao
sdo lisadas e o numero total de células, refletido pela turbidez da cultura,
mantem-se constante, a agua sanitaria é um exemplo de agente
bactericida. Agentes bacterioliticos matam as células devido a lise e
liberagdo do conteudo citoplasmatico, resultando na diminuigdo do
numero de células viaveis e de células total, o detergente seria um
exemplo, que danifica a membrana citoplasmatica.

A atividade antimicrobiana pode ser avaliada utilizando meio sdlido.
Agentes microbianos sdo adicionados a discos de papel de filtro, que sio
colocados sobre a superficie de um meio soélido, uniformemente
inoculado. Durante a incubacgio, o agente difunde-se do disco para o agar
e uma zona de inibicdo é criada, cujo didmetro e proporcional a
quantidade de agente antimicrobiano adicionado ao disco. A técnica de
difusdo em disco € rotineiramente utilizada para testar patogenos isolados
clinicamente quanto a sua suscetibilidade aos antibiéticos.
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[11 = INIBICAO POR AGENTES DESINFETANTES

Video - Aula Pratica 3
Objetivo
o Determinar o efeito antimicrobiano de diferentes substancias (Figura 4).
Procedimento
« Escolher uma bactéria ja identificada previamente
« Proximo ao fogo, com a alga, retirar uma coloénia e transferir para um
tubo de ensaio contendo ImL de agua destilada estéril.
1. Semear ImL da cultura em placa de Petri contendo meio agar Mueller
Hinton solidificado.
2. Realizar a semeadura de superficie com auxilio da al¢a de Drigalsky
3. Esperar 5 min.
4. Usar a pinca estéril para pegar os discos de papel filtro previamente
esterilizados
5. Pingar sobre os discos de papel filtros diferentes extratos vegetais
aquosos
6. Distribuir os discos equidistantes na placa de Petri anotando no verso
desta.
7. Incubar a 80°C durante 48 horas.
8. Ler e registrar os resultados (verificar se ha ou nao halo de inibigao de
crescimento em torno de cada disco). Medir em centimetros o tamanho do
diametro do halo.
Figura 4 - Halos de inibi¢do de substancias antimicrobianas.

Halo de
Inibigdo

30°C; 48 horas
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(ONTAGEM EM PLACAS

Uma célula viavel é aquela capaz de se dividir, originando células-filhas. O
método de contagem de células viaveis, também é denominado contagem
em placa. O procedimento de contagem de células viaveis pressupde que
cada célula viavel é capaz de crescer e dividir-se, originando uma colénia.
Ha duas formas para realizar uma contagem em placa: o método de
semeadura por espalhamento e o método e semeadura em profundidade.
Em placas muito populosas, algumas células podem nao formar colénias e
algumas podem se fundir, levando a erros de contagem. Se o nimero for
muito pequeno, a significAncia estatistica da contagem sera baixa. A
pratica, entao, estabelece a contagem somente de placas que possuam entre
30 e 300 colodnias.

Para isso, a amostra a ser contada deve quase sempre ser diluida. Tendo
em vista que raramente pode-se prever o numero aproximado de células
viaveis, em geral, mais de uma dilui¢do € necessaria. Frequentemente, siao
empregadas varias diluigoes entre 10-' e 10-°, essas dilui¢des seriadas sdo
necessarias para obter-se a dilui¢io adequada para plaquear um nimero
contavel de colonias.

A contagem de células viaveis pode estar sujeita a erros significativos por
diversas razdes, como inconsisténcias no plaqueamento, erros de
pipetagem de amostras liquidas, homogeneizagio insuficiente da amostra,
intolerancia ao calor (caso a técnica de semeadura em profundidade seja
usada), e muitos outros fatores.

Dessa forma, para que se obtenham contagens precisas, sio necessarios
cuidado e consisténcia na preparagao da amostra, o seu plaqueamento e
utilizacdo de réplicas de diluicbes. Além disso, se duas ou mais células
estdo agrupadas, elas crescerdo formando uma colonia, apenas. Assim, se
uma amostra contém muitas células agrupadas, uma contagem da
viabilidade dessa amostra pode ser erroneamente baixa. Entdo, a
quantificagdo dessas amostras € expressa como o numero de unidades
formadoras de colonias, podendo incluir uma ou mais células.
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IV - QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

Introducao
O crescimento € utilizado como referéncia a grandeza da populacio total.
Pode ser determinada por numerosas técnicas, baseadas num dos seguintes
tipos de medida:
a) contagem celular (direta ou indireta);
b) determinagio da massa celular (diretamente, por pesagem, ou
indiretamente, pela determinacio de um componente da célula ou
turbidimetria);
c) avaliacao da atividade celular (indiretamente pela relagdo entre o grau
de atividade bioquimica da célula e o tamanho da populagao).
O método mais usado € a contagem das células viaveis, também chamada
de contagem em placa. E um método indireto que se baseia no principio
de que cada célula viavel, quando presente em meio sélido, pode se
multiplicar e originar uma colonia. Para isso existem duas técnicas:
contagem em superficie e a contagem em pour plate.
Video - Aula Pratica 4
Objetivo
Realizar as técnicas de contagem de bactérias heterotroficas em amostras
de solo
Procedimento
a) Crescimento em superficie:

o Preparar dilui¢cées decimais com 1g de solo para tubo contendo 9mL de
solucio fisiologica (NaCl 0,85%): dilui¢ao 10 ou 10' (concentragio 1:10 ou
10-Y)

« Homogeneizar a suspensao.

o Transferir, a partir da dilui¢ao anterior, ImL para outro tubo contendo
9mL de solugdo fisiologica, homogeneizar a suspensio, e assim
sucessivamente, de modo a obter as dilui¢oes: 10?, 10°, 10%, 107, 10°.

« Identificar as placas com nome, data e diluicio.

e Inocular as placas contendo Plate count agar (PCA), previamente
identificadas com 0,ImL das respectivas dilui¢oes.
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IV - QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS
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« Espalhar rapidamente o liquido, com al¢a de Drigalski, até que este seja

absorvido pelo meio.

ImL ImL I1mL ImL | mL

i

»
100 100 100 10t
\“‘ "\

« Colocar a al¢a em solugdo desinfetante.

o Incubar as placas na posi¢do invertida a temperatura ambiente
adequada durante no minimo 24 horas.

« Escolher a dilui¢ao cujas placas apresentarem de 30 a 300 colonias.

« Proceder a contagem das col6nias.

o Calcular o numero de bactérias (UFC = unidades formadoras de
colénia)/mL da cultura original, usando a seguinte formula:

UFC/mL = média do nimero de colonias x dilui¢ao x 10.
Multiplica-se por 10 pelo fato de ter sido usado apenas 0,1 mL/ placa.
b) Em pour plate (semeadura em profundidade)

« Utilizar as mesmas dilui¢des anteriores.

 Inocular as placas com 0,ImL das respectivas dilui¢oes.

« Verter o meio de cultura a 50°C e misturar realizando movimentos de
rotacdo no sentido horario e no sentido anti-horario durante alguns
segundos.
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IV - QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

Deixar solidificar.

Incubar as placas na posi¢do invertida a temperatura adequada
durante no minimo 24 horas.

Escolher a diluicao

Proceder a contagem das colénias

Calcular o numero de bactérias (UFC) usando a seguinte foérmula:
UFC/mL = média do nimero de colonias x diluicdo

ImL I1mL I1mL 1mL 1mL
g ey e ey

I L

10¢° 10° 100 10° 108
\ \ 0.1 mL

oV S
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METODO DO NUMERO MAIS PROVAVEL

O método do nimero mais provavel (NMP) é uma técnica estatistica,
baseada no principio de que, quanto maior o nimero de bactérias em uma
amostra, maior o numero de diluicbes necessarias para reduzir a
densidade bacteriana a zero. Volumes da amostra original, em geral 10 e 1
mL, ou volumes correspondentes as suas diluigoes decimais, sao
inoculados em séries de tubos contendo um meio de cultura liquido
apropriado. Comumente sdo empregadas trés séries, de trés tubos cada,
nas quais sdo inoculadas réplicas correspondentes de cada volume ou
dilui¢do da amostra original.

Apo6s incubagido pelo tempo apropriado, conta-se o numero de tubos nos
quais € observado crescimento ou uma reac¢ao diferencial tipica, como a
mudanca da cor do indicador de pH ou a produgao de gas, em cada um dos
tubos de cada série, e, com o niumero obtido pela combinacio de tubos
positivos das séries, observa-se, em uma tabela estatistica, 0 nimero mais
provavel de microrganismos na amostra analisada.

Este método é bastante util para contagem de microrganismos que
apresentam uma determinada caracteristica metabolica. A produgdo de gas
a partir da fermentagdo da lactose pode ser utilizada na contagem de
coliformes termotolerantes e totais em agua e alimentos. Sendo um
método estatistico, os resultados obtidos garantem apenas 95% de
probabilidade de que o numero de microrganismos determinados na
analise corresponda ao numero real de microrganismos presentes na
amostra.
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V - ANALISE DE COLIFORMES EM ALIMENTOS

Introducao
4 _Os coliformes sio um grupo de Enterobactérias (habitam o trato digestivo) que
| .em sua maioria ndo sdo patogénicas. Elas sdo utilizadas como indicadores de
contaminacgio fecal, ou seja, sua ocorréncia em determinada amostra (agua ou
alimento) é um indicativo de que aquela amostra teve contato com poluicao
fecal e pode, portanto, estar contaminada por patégenos que utilizam essa via de
infec¢ao (outras bactérias ou mesmo vermes). No entanto, existem coliformes
em outros animais ou mesmo livres no ambiente e, portanto, a simples detec¢ao
desse grupo nido ¢ a melhor forma de se determinar a contaminagao fecal de
origem humana.
A confirmacido de que esses coliformes sio termotolerantes é uma indicagio
mais precisa da ocorréncia de contaminacao fecal de origem humana.
Video - Aula Pratica 5
Objetivo
o Verificar a ocorréncia de coliformes e coliformes termotolerantes em
amostras de alimento fresco.
Procedimentos

1. Pesar 20g do alimento a ser analisado. Se necessario, cortar sobre superficie
estéril e com material estéril. /
2 Transferir o alimento para o frasco contendo 180mL agua peptonadal ~
0,1%. Homogeneizar bem. Essa € a dilui¢ao 10-' da amostra.
8. A partir dessa diluigio, transferir 10mL para 3 tubos contendo caldo lauryl
sulfato de sé6dio em concentracio dupla. Homogeneizar delicadamente (sem
inverter o tubo) para que nio forme bolhas de ar no interior do tubinho
Durham.
4. A partir da diluicdo 10-, transferir ImL para 3 tubos contendo caldo lauryl
sulfato de s6dio em concentragao simples. Homogeneizar delicadamente (sem
inverter o tubo) para que ndo forme bolhas de ar no interior do tubinho
Durham
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o 1mL 1mL
[ B B
AN

5. A partir da diluigao 10-', transferir 0,lmL para 3 tubos contendo caldo
- lauryl sulfato de s6dio em concentracio simples. Homogeneizar

i @ delicadamente (sem inverter o tubo) para que nio forme bolhas de ar no

interior do tubinho Durham.

6. Incubar os tubos a 35+1°C por 24-48 horas;

7. Apods a incubagao, verificar se houve crescimento ou ndo em cada série de

tubo. Considerar positivos os tubos que apresentarem turbidez e formagdo de

bolhas de gas no interior dos tubos Durham. Pois a presenca de bactérias do

grupo coliforme é confirmada pela formacio de gas no tubo de Durham.

8. Comparar a combinagio de resultados com a tabela do nimero mais

provavel e obter o numero provavel de coliformes por grama de alimento.

9. Repicar os tubos que apresentarem crescimento em caldo EC, transferindo

uma al¢ada do tubo crescido para o novo tubo com caldo EC e incubados a

45°C.

10. Verificar o NMP da mesma forma como feito para a leitura de coliforme 7/

totais.
10 mL

35°C: 24-438 horas

|

=
E—"1 5 ==

Presenca de CO2
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V - ANALISE DE COLIFORMES EM ALIMENTOS

Muamero de tuboz posiives em

Mumero de tuboz posifivo: em

10mL | lmL| OJmL | NMP | 10mL | lmL | 0ImL | NMP

0 0 0 =003 2 0 0 0,091
0 0 1 0,03 ] 0 1 0,14
0 2 0.06 7 0 2 0.2
0 3 0,09 2 0 q 0,26
0 1 0 0,03 ] 1 0 0.15
0 1 1 0,061 | 2 1 1 0.2
0 1 2 e 1 2 0,27
0 1 3 0,12 2 1 3 0,37
0 2 0 0,062 | 2 2 0 0,21
0 ] 1 0,093 | 2 2 1 0,28
0 2 2 0,12 2 p) 2 0,35
0 2 3 0.16 2 2 3 0,42
0 3 0 0,084 | 2 3 0 0,29
0 3 1 0,13 2 3 1 0,36
0 3 7 0.16 2 3 2 0,44
0 3 3 0,1 2 3 3 0,53
1 0 0 0,036 | 3 0 0 0,23
1 0 1 0,072 | 3 0 1 0,39
1 0 2 0,11 3 0 2 0,64
1 0 3 0,15 3 0 3 0,95
1 1 0 0073 | 3 1 0 0,43
1 1 1 0,11 3 1 1 0,75
1 1 7 0,15 3 1 7 12
1 1 3 0,19 3 1 3 1.6
1 7 0 0,11 3 2 0 0,93
1 7 1 0,15 3 b 1 13
1 7 7 0.2 3 2 2 2.1
1 2 3 0,24 3 2 3 2.9
1 3 0 0.16 3 3 0 24
1 3 1 0.2 3 3 1 16
1 g 7 0,24 3 3 2 11
1 3 3 02 3 3 3 =24
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