UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
PPGBIOTEC

BIOTECNOLOGIA E MICROBIOLOGIA NA EDUCACAO BASICA:
DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS PEDAGOGICAS PARA
CONSCIENTIZACAO SOBRE O IMPACTO DO OLEO DIESEL NA
DIVERSIDADE MICROBIANA DO SOLO

EMERSON DA SILVA OLIVEIRA

MANAUS
2025



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
PPGBIOTEC

BIOTECNOLOGIA E MICROBIOLOGIA NA EDUCACAO BASICA:
DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS PEDAGOGICAS PARA
CONSCIENTIZACAO SOBRE O IMPACTO DO OLEO DIESEL NA DIVERSIDADE
MICROBIANA DO SOLO

EMERSON DA SILVA OLIVEIRA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdao em Biotecnologia da Universidade
Federal do Amazonas como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em
Biotecnologia

ORIENTADOR: PROF°. DR. EDMAR VAZ DE ANDRADE
COORIENTADORA: PROF*. DR*. ISABELLE BEZERRA CORDEIRO

MANAUS
2025



Ficha Catalografica

Elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

048b

Oliveira, Emerson da Silva

Biotecnologia e microbiologia na Educacgdo Basica: desenvolvimento de
ferramentas pedagoégicas para conscientizagdo sobre o impacto do dlco
diesel na diversidade microbiana do solo / Emerson da Silva Oliveira. -
2025.

91f :il, color. ;31 cm.

Orientador(a); Edmar Vaz de Andrade.

Coorientador(a): Isabelle Bezerra Cordeiro.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal do Amazonas, Programa
de Pés-Graduagio em Biotecnologia, Manaus, 2025.

1. Metodologias educacionais. 2. Impacto de hidrocarbonetos. 3.
Diversidade bacteriana. 4. Biodegradacéo. 1. Andrade, Edmar Vaz de. II.
Cordeiro, Isabelle Bezerra. III. Universidade Federal do Amazonas.
Programa de Pos-Graduagdo em Biotecnologia. IV. Titulo




EMERSON DA SILVA OLIVEIRA

BIOTECNOLOGIA E MICROBIOLOGIA NA EDUCACAO BASICA:
DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS PEDAGOGICAS PARA
CONSCIENTIZACAO SOBRE O IMPACTO DO OLEO DIESEL NA DIVERSIDADE
MICROBIANA DO SOLO

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal do Amazonas como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em
Biotecnologia

Aprovado em 26 de junho de 2025

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr, Edmar Vaz de Andrade

Universidade Federal do Amazonas

Prof. Dr. Edson Junior do Carmo

Universidade Federal do Amazonas

Profa. Dra. Maria Inés Braga de Oliveira

Universidade Federal do Amazonas



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus por todas as coisas realizadas e planejadas para minha vida,

bem como a Nossa Senhora, que roga por mim, nos momentos de aflicdo e desespero.

A minha familia, em especial a minha amada mae, Denise Laura Santos da Silva, e meu
amado pai, Guaraci Lavor de Oliveira, que me ajudaram de todas as formas possiveis, dando
total apoio aos meus objetivos. Também aos meus amados irmaos, sobrinhos, tios/tias e

primos/primas que estdo sempre ajudando e torcendo por mim.

Ao meu magnifico orientador, Dr. Edmar Vaz de Andrade, que demonstrou um apoio
incondicional a essa conquista, além de ser como um segundo pai e amigo, aconselhando e

acalmando este ser desesperado.

A minha querida e alegre coorientadora, Dr?. Isabelle Bezerra Cordeiro por todos os

ensinamentos e ajuda crucial nas etapas deste projeto.

Ao amigo e irmao de formacao, Matheus Montefusco, que me incentivou e ajudou de todas as

formas para que eu chegasse nesse nivel académico.

Aos amigos de laboratdrio, Betina Raquel e Luciano Alfaia por estarem comigo na execugao e
no apoio deste projeto. Aos amigos Genilton Cardenes, Waldomiro, André Vinicius, Jodo
Paulo, Paulo Ricardo e demais membros do laboratério de Protedmica da Ufam, por todo

apoio necessario durante a execugdo deste trabalho e pela profunda amizade.

Ao Colégio Amazonense Dom Pedro II e seus funcionarios que fizeram minha acolhida e

auxiliaram-me na execucao deste.

De modo saudoso e sentimental, aos meus avos José Dantas da Silva (in memoriam) e Anita
Santos da Silva (in memoriam), que, em vida, sempre me incentivaram a seguir estudando e

me esfor¢cando no que fizer.



"Nao deixe que ninguém tire a sua esperanga."
Papa Francisco



RESUMO
A educagao basica segue um tradicionalismo que, em muitos casos, impossibilita 0 avango dos
alunos em questdes de formagao e profissionalizagdo. Uma das alternativas mais presentes neste
novo modelo ¢ o ensino profissionalizante e tecnologico, cuja principal modalidade ¢ a
dinamizag¢ao dos contetidos com o que se tem nos mais diversos mercados de trabalho. O ensino
de microbiologia nas escolas publicas de ensino médio ¢ frequentemente, negligenciado pela
complexidade dos assuntos, mas principalmente, pela falta de alternativas didaticas
experimentais que norteiam uma visdo profissional. Diante dos fatos, este estudo tem como
objetivo desenvolver metodologias didaticas para a educagao bésica utilizando como modelo o
impacto do 6leo diesel sobre a diversidade microbiana de solo. Para compreender o impacto do
combustivel, foi coletada amostra de solo no municipio de Iranduba e transportado ao
Laboratoério de Protedmica da UFAM, a fim de verificar a diversidade microbiana do solo. Tal
solo foi submetido a tratamentos com solu¢do PBS e solugdo PBS + 5% de o6leo diesel.
Observou-se que o diesel interferiu na diversidade bacteriana, o que nos leva a entender que o
ambiente fica alterado e que o microbioma do solo ¢ diretamente afetado pelos compostos
quimicos presentes. Ao mesmo tempo, visando a transposi¢cdo didatica e o processo de
transformar o conhecimento cientifico em conhecimento escolar, alternativas pedagdgicas
baseadas em metodologias ativas de aprendizagem foram aplicadas com os alunos do 3° do
ensino médio, seguindo a temadtica: microbiologia basica, combustiveis foOsseis e
biorremediacao. Os estudantes apresentaram um grande interesse pela tematica, na qual 96,4%
dos alunos participantes classificaram as atividades com conceito “6timo/bom”. Tais alunos
ainda tiveram a oportunidade de conhecer os Laboratorios de Biofisica e o de Protedmica da
Ufam, no intuito de incentiva-los a seguir a formag¢do no nivel superior. O presente estudo
contribuiu com a formagao de cidadaos que entendam o impacto dos combustiveis fosseis na
natureza, principalmente na diversidade microbiana, além de conscientizar sobre a importancia
econdmica do 6leo diesel e os efeitos negativos do descarte de forma errada ou acidental, gera
efeitos negativos a diversidade microbiana, que ¢ fundamental para a ciclagem de nutrientes e
ao meio ambiente. Aliado a essa conscientiza¢do, espera-se que o desenvolvimento de
ferramentas pedagogicas proporcionou aos escolares um maior aprendizado e incorporacao dos

conceitos basicos.

Palavras chaves: Metodologias educacionais, Impactos de hidrocarbonetos, Diversidade

bacteriana.



ABSTRACT

Basic education still follows a traditionalist model that, in many cases, hinders students'
progress in terms of training and professional development. One of the most prominent
alternatives in this new educational approach is vocational and technological education, which
emphasizes the integration of academic content with real-world applications across various job
markets. Microbiology teaching in public high schools is often neglected, primarily due to the
complexity of the subject matter and the lack of experimental teaching alternatives that provide
a professional perspective. In light of this, the present study aims to develop didactic
methodologies for basic education using the impact of diesel oil on soil microbial diversity as
amodel. To assess the fuel's impact, a soil sample was collected in the municipality of Iranduba
and transported to the Proteomics Laboratory at UFAM to analyze its microbial diversity. The
soil was treated with PBS solution and PBS solution containing 5% diesel oil. It was observed
that diesel interfered with bacterial diversity, indicating that the environment is altered and that
the soil microbiome is directly affected by the chemical compounds present. Simultaneously,
to enable didactic transposition and the transformation of scientific knowledge into school-level
knowledge, pedagogical alternatives based on active learning methodologies were applied with
12th-grade students. The activities followed themes such as basic microbiology, fossil fuels,
and bioremediation. The students showed great interest in the topic, with 96.4% of participants
rating the activities as “excellent/good.” These students also had the opportunity to visit the
Biophysics and Proteomics Laboratories at UFAM, with the goal of encouraging them to pursue
higher education. This study contributed to the formation of citizens who understand the
environmental impact of fossil fuels, particularly on microbial diversity, and raised awareness
of the economic importance of diesel oil and the negative effects of improper or accidental
disposal, which harms microbial diversity—essential for nutrient cycling and environmental
balance. In addition to raising awareness, it is expected that the development of pedagogical

tools enhanced students' learning and the assimilation of basic concepts.

Keywords: Educational methodologies, Hydrocarbon impacts, Bacterial diversity.
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1. INTRODUCAO

A educagdo estd em constante aprimoramento e métodos que otimizam a aprendizagem
vém sendo desenvolvidos. No contexto da inovagdo educacional, nota-se que a biodiversidade
amazoOnica representa um vasto campo para o desenvolvimento de ferramentas pedagogicas nas
etapas da formagdo educacional. Tal modelo se associa a sustentabilidade e estabilidade deste
bioma, representando um equilibrio entre a sociedade e o meio ambiente. E notério que nesses
novos tempos, a floresta Amazonica vem sendo atacada e devastada e, infelizmente, muito
ocorre devido as sérias problematicas que norteiam as questoes ambientais e de manutengao de

um importante bioma chamado Amazdnico.

Diante das constantes e destacadas problematicas, bem como as deficiéncias no que
tange a educacdo publica, o presente trabalho teve como objetivos desenvolver metodologias
didaticas para a educacdo basica utilizando como modelo o impacto do 6leo diesel sobre a
diversidade microbiana de solo. E com esses temas em estudo (metodologias pedagogicas e
meio ambiente) contribuir mutuamente para o desenvolvimento da compreensdo e
aprimoramento de cada um dos temas de estudo, a fim de propor novos planos educacionais a

médio e longo prazo.

No Amazonas, o uso de combustiveis ¢ indispensavel devido as locomogdes por um
estado com ampla extensdo territorial. S0 muitos meios de transportes que existem e que
utilizam dos mais diferentes compostos, dentre as quais o 6leo diesel ¢ destacado. Vale ressaltar
que estamos falando da regido com maior bacia hidrografica do mundo, sendo recortada por

rios e, por esse motivo, o transporte fluvial € o predominante na regido.

No eixo central do estudo, buscou-se observar o efeito do combustivel sobre a
diversidade microbiana, em amostras de solo coletadas e cultivadas em laboratorio, onde a
diversidade bacteriana cultivavel foi observada no antes e ap6s a exposi¢do ao 6leo diesel. Por
meio dos resultados, em conjunto com discentes do ensino médio, associamos a importancia de
se manter o ambiente equilibrado e destacar a importancia deste para os assuntos que envolviam
microbiologia e meio ambiente. Outro importante aspecto, foi que este estudo, realizado no
laboratério, possibilitou o isolamento de novas cepas bacterianas resistentes aos componentes
toxicos do oOleo diesel. Estas estirpes enriqueceram a cole¢do de bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos derivadas de combustiveis fésseis em andlise pelo grupo de pesquisa

Protedmica e Bioprospeccao no Amazonas/UFAM.



15

Estudos mostram que o uso de microrganismos tem sido apresentado como uma
excelente alternativa para a recuperacdo de ambientes contaminados. E foi por meio destas
afirmagdes que buscamos elucidar alternativas metodologicas educacionais a exposi¢ao de
microrganismos presentes na regido Amazonica e com alta capacidade de degradagdo de
compostos hidrocarbonados, a ponto de representar um impacto positivo para o
desenvolvimento de ferramentas para a recuperacao de ambientes contaminados por petroleo e

derivados.

E de importante explanagio que, como as coldnias bacterianas possuem baixo tempo de
geracdo, também formas e cores distintas facilmente visualizadas, essa pesquisa sobre o
impacto destes poluentes na diversidade microbiana realizada no laboratorio, incrementou
ferramentas metodologicas direcionadas para o ensino, proporcionando a ampliagdo de
conhecimentos na area de microbiologia e biodegradagdo, ja que possibilitou utilizd-lo como

ferramenta pedagogica, aprimorando, portanto, os métodos didaticos utilizados.

Ademais, esse trabalho demonstrou relevancia, em virtude da grande necessidade de
preservacao do meio ambiente, ja que promoveu a compreensdo dos impactos causados pelo
6leo diesel. A pandemia intensificou uma defasagem educacional nos ensinos de biologia, cada
dia mais visivel. Neste projeto, buscou-se promover o desenvolvimento de ferramentas
didaticas visando integrar o ensino em suas diferentes vertentes, em uma visdo omnilateral.
Teve como base a demonstracao experimental dos efeitos do 6leo diesel sobre a comunidade
bacteriana, promovendo um novo alento as questdes ambientais € que envolve a recuperacao e

manutencdo do equilibrio na biodiversidade Amazonica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EDUCACAO BASICA E A EDUCACAO PROFISSIONAL TECNOLOGICA

O sistema educacional ¢ marcado pelas circunstancias sociais e historicas do contexto
no qual se insere, influenciando e sendo influenciado. No que concerne a educagao profissional
e tecnologica (EPT), sua estrutura vem sendo aperfeigoada para atender as necessidades sociais
e empresariais, preparar profissionais que possam estabelecer novas relagdes e empregar seus
conhecimentos de forma criativa e inovadora (PETEROSSI E MENINO, 2017; CORDAO E
MORAES, 2020). Tal fato mostra que as alternativas implementadas por esse modelo,
proporcionam uma maior autonomia de conhecimento, favorecendo o crescimento dos

discentes e maior dedicacdo por parte do docente.

O Ministério da Educagao (2020) aponta que a modalidade educacional EPT, prevista
na Lei n°® 9.394/1996, contribui para inser¢ao e atuacdo no mundo do trabalho ¢ na vida em
sociedade. Ou seja, no cendrio de desemprego, ela é reconhecida como um caminho para

obtencdo de uma oportunidade de emprego, manutengao ou recolocagdo no mercado.

Cordao e Moraes (2020) abordam que a educagdo, historicamente, teve diversas
influéncias ao longo do tempo. Entre elas, formagao para atender o modelo de desenvolvimento
econdmico e produtivo, formacao com foco no mercado de trabalho, formagao humanista e for
macdo continua do trabalhador. Corddo e Moraes (2020) reforcam ainda que como a
organiza¢do do trabalho no pais ¢ baseada em um modelo colonialista e escravocrata, cuja
alfabetizacdo era restrita as elites, a EPT foi vista como de menor importancia por muito tempo.
Dado o fato de que a EPT promove uma nova ideia metodoldgica nos ensinos afora, ela merece
reconhecimento pela simples ideia de proporcionar uma alternativa a mais, a um mercado de

trabalho muito mais seletivo e perfeccionista.

2.2 IMPORTANCIA DA EDUCACAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA NO
CONTEXTO DO AMAZONAS

E importante ressaltar que a revolugao industrial impds ao mercado de trabalho um nivel

minimo de qualificagdo geral, influenciando diretamente o curriculo da escola elementar. Esse

periodo determinou a exigéncia de qualificagdes especificas, surgindo, assim, cursos

profissionalizantes para atender a essa necessidade, os quais foram estabelecidos sobre uma

base comum as escolas de formagao geral e as escolas profissionais, evidenciando a separagao

entre instrugdo e trabalho produtivo (SOUZA, 2012). Segundo Moura (2007, p.8), a revolucao
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industrial trouxe mudangas significativas no que tange a estrutura educacional, proporcionando
um novo olhar a respeito da educagdo voltada a tecnologia e a formagdo do profissional do

amanha.

Na lei de diretrizes e bases (LDB) da educagdo nacional (BRASIL, 1996), a educacao
brasileira foi estruturada em dois niveis — educagdo basica e educagdo superior, sendo, pois, a
educagdo profissional apenas uma modalidade de ensino no qual, no artigo 40 do capitulo III,
estabelece que a educagdo profissional sera desenvolvida em articulagdo com o ensino regular
ou por diferentes estratégias de educacdo continuada, em institui¢des especializadas ou no
ambiente de trabalho. Ou seja, a educagdo profissional esta estabelecida na LDB de forma
bastante implicita. Porém, vale ressaltar que o Decreto n° 5.154/04 trouxe significativa
contribuicdo, a possibilidade de integrar o ensino médio a educagado profissional técnica de nivel
médio.

Para Sousa (2012), a educacdo profissional técnica de nivel médio estd fincada em
principios norteadores para sua efetivagdo, articulando a formagdo e a preparagao para o
trabalho, objetivando uma formacdo omnilateral do individuo, tendo como base o trabalho
como principio educativo, indissocidvel da relagdo tedrico-pratica, levando em consideragdo a

especificidade de cada educando. Ofertando assim uma formacao que atenda a sua necessidade.

A formagdo omnilateral, por sua vez, evidencia o trabalho em seu papel formativo que,
quando ligado a instrugdo, supera o seu sentido ontoldgico e vai além, traz nesse processo o
carater politico discutido por Marx em seu sentido histdrico, sinalizando um profundo processo
que engloba o trabalho em seu sentido social e politico. Nesse sentido, a proposta acaba sendo
uma possibilidade de articulacdo entre trabalho e formacdo humana, superando assim a
percepcao de sociedade de classe, ja que o trabalho passa a ser visto como principio educativo

(ARAUJO; RODRIGUES, 2010).

Nessa mesma perspectiva omnilateral, a formagao deve superar a educagdo adaptativa
ao modelo de produgdo econdmica vigente pois, a educagdo do capital, que forma para o
mercado de trabalho e para a valorizag@o do capital, é antagdnica aos processos de valorizagao
humana (ARAUJO; RODRIGUES, 2010). Segundo Manacorda (2010) a omnilateralidade nada
mais ¢ do que o desenvolvimento total, completo, multilateral, em todos os sentidos, das

faculdades e das forgas produtivas, das necessidades e da capacidade da sua satisfagao.

A concepcao de integracdo requer o curriculo integrado para a efetivagdo. Nessa

perspectiva, Ramos (2009) propde que para alcangar os objetivos, € necessaria uma construgao
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coletiva tendo principios como a integracdo dos conhecimentos gerais e especificos,
considerando-os em sua totalidade, em uma visdo da interdisciplinaridade, trabalhando um
curriculo integrado relacionado a préxis humana, reconhecendo desse modo o homem como

um ser historico-social.

Quanto aos cursos superiores de nivel tecnoldgicos, estes seguem as Diretrizes
Curriculares Nacionais (BRASIL, 2002), na qual estabelece que, o curso superior de tecnologia
deve contemplar a formagao de um profissional apto a desenvolver, de forma plena e inovadora,
atividades em uma determinada area profissional, devendo ter formagdo especifica para
aplicagdo e desenvolvimento de pesquisa e inovagao tecnolédgica; difusdo de tecnologias; gestao
de processos de producao de bens e servigos; desenvolvimento da capacidade empreendedora;
manutengdo das suas competéncias em sintonia com o mundo do trabalho e desenvolvimento

no contexto das respectivas areas profissionais.

Assim, torna-se extremamente viavel a implanta¢do e os ajustes educacionais nos
modelos desenvolvidos no Amazonas, j4 que em muito se trata de uma educacao tradicional,
na qual ndo aprimora as qualidades dos estudantes e muito menos os prepara para uma vida
mais complexa fora do ambiente escolar. Isso se reflete, segundo Manacorda (2010), na luta
por uma formacao omnilateral que se sobressai a uma escola unitaria, visando uma educagao
que busca propiciar ao educando o acesso aos conhecimentos construidos historicamente pela
sociedade, dando alternativas de escolhas para a constru¢do de uma formacao para a vida,

constituindo a sua autonomia por meio dessa integragao.

2.3 METODOS DIDATICOS E INOVACAO PARA MELHOR FORMAGCAO DOS
DISCENTES.

E totalmente compreensivel que os métodos a serem adotados demandam muito do tipo
de formacdo dos docentes e, até mesmo, a melhor forma como apresentam os contetidos.
Partindo de uma premissa analitica, Pantoja (2019) relata que se pode compreender a educagao
com a requisicao de uma aprendizagem significativa, na qual seja contextualizada e orientada
para o uso das tecnologias, sendo assim, favoravel ao uso intensivo dos recursos da inteligéncia
e que gere habilidades para resolver problemas e conduzir projetos nos diversos segmentos do
setor produtivo. Como contraponto, Pantoja (2019) refor¢a que, para alcangar tais objetivos, o
saber voltado a EPT deve estar cada vez mais distante da aprendizagem tradicional, uma vez
que devera estar fundamentada em metodologias ativas nas quais o aluno seja o protagonista

do ensino.
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Os cursos superiores de tecnologia tém caracteristicas especificas por ter o objetivo de
propiciar um conhecimento que permita a interacdo de forma direta com as empresas, formar
profissionais com curriculos especializados, que integre a teoria e pratica, capaz de
operacionalizar na pratica funcdes de forma significativa. O grande complicador esta no tempo,
pois toda essa formacao deve ser realizada em um periodo de dois anos. Para tanto, a formagao
do professor dos Cursos Superiores de Tecnologia deve perpassar por uma mobiliza¢do dos
saberes nas acoes dos docentes, desde a inicial e necessariamente a continuada, o que deve ser
constituida por diversos saberes que vao se aperfeicoando na docéncia, saberes variados aos

conhecimentos pedagogicos inerentes ao fazer profissional docente (NASCIMENTO, 2013).

Moura (2006) relata que a formacgao dos docentes gira em torno de dois grandes eixos —
um refere-se a area especifica do conhecimento e o outro concerne a formacao didatico-politico-
pedagogica e as especificidades inerentes ao ambito da EPT. Tais eixos promovem assim, uma

melhor articulacdo entre a teoria e a pratica, voltados a essa modalidade de ensino.

A escola, nessa perspectiva, tem o grande desafio de integrar os diversos saberes na
pratica, auxiliando o professor na busca de um dominio e integra¢do para proporcionar ao
educando uma formagdo omnilateral, um sujeito que em seu desenvolvimento profissional
alcance todas as dimensOes em seu ambito: intelectual, fisico, emocional, social e cultural,
ensinando-os ainda para o mundo do trabalho em uma perspectiva critico — reflexiva

(PANTOIJA, 2019).

Os saberes que permeiam a formagdo de professores exigem uma reflexdo sobre o ato
complexo de ensinar, ja que ultrapassa qualquer dominio de contetido, abarcando intimeros
outros saberes. Tal afirmacdo deve se interligar aos planos em que a equipe pedagogica e a
propria escola delineiam e para tanto, devemos levar em conta o contexto complexo e real no

qual o ensino evolui, sendo os saberes isolados corresponderdo a formalizagao de um oficio que

nao existe (GAUTHIER, 2013).

Para Kuenzer (2007), o profissional de EPT devera ter uma formagdo que contemple
trés dimensdes. Primeiramente, ¢ necessario conhecer o contexto de atuacdo profissional e
como ele se apresenta; na segunda dimensdo sublinha a importancia de se ter clareza das
especificidades da educagdo profissional em questdo; e, como um terceiro ponto, ainda salienta
que € preciso levar em conta as pesquisas ja realizadas sobre a pedagogia do trabalho para entao

serem consideradas nos programas de formacao de professores da EPT.
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Machado (2008) defende que o perfil do professor para atuar na educagdo profissional
e tecnologica requer uma compreensdo do mundo do trabalho e um olhar sensivel para entender
as relagcdes que envolvem as modalidades, niveis e instancias educacionais, conhecimento da
sua profissdo, de suas técnicas, bases tecnologicas e valores do trabalho, bem como dos limites

e possibilidades do trabalho que o docente realiza e precisa realizar.

Para Pantoja (2019), o educador, nesse contexto educacional, necessita assumir uma
postura critica reflexiva, certo da sua responsabilidade social. Sua pratica deve estar pautada
em conhecimento especifico de sua area, em uma perspectiva politico-pedagogica,
relacionando essas esferas em um unico processo de formacao, que fornega aos professores os
meios de um pensamento auténomo que facilite as dinamicas de autoformacao participada.
Atrelada a esses fatores, o ensino de microbiologia deve esta diretamente voltado a essas
perspectivas, porém a auséncia de laboratorios nos espacos educacionais, deixam este ensino

cada vez menos interessante.

2.4 O ENSINO DE MICROBIOLOGIA E A BIORREMEDIACAO

A ciéncia ¢ uma estrutura de conhecimento que representa a compreensao atual dos
sistemas e processos naturais pelo qual esse conhecimento foi estabelecido, a ser continuamente
aumentado, refinado e revisto. Ao aprender ciéncia, € preciso entender tanto a estrutura do
conhecimento quanto o processo pelo qual esse conhecimento ¢ estabelecido, ampliado,
refinado e revisto (National Research Council, 2007). Os projetos de ciéncia poderdo constituir
uma estratégia de ensino, ou seja, uma organizacdo ou arranjo sequencial de agdes, ou
atividades de ensino, que serdo utilizadas durante um intervalo de tempo e com a finalidade de

conduzir os alunos a realizarem determinadas aprendizagens (Heintschel,1986).

Lehmann et al. (2008), descreveram uma nova abordagem para o desenvolvimento
sustentavel em estudos de engenharia: a aprendizagem baseada em problemas e projetos. Tal
fato promove o nucleo dessa abordagem, que tem suas origens na Universidade de Aalborg na
Dinamarca, sendo foco usar o professor como o facilitador do processo de aprendizagem,
ajudando os estudantes a aplicarem o conhecimento tedrico a problemas praticos. E isso esta

associado também ao ensino, ndo somente de Microbiologia, mas, em geral.

Para Kimura (2013), o ensino da microbiologia carece de propostas inovadoras para
incrementar o ensino exaustivamente expositivo que € observado em muitas escolas. A caréncia

de aulas onde a microbiologia esta diretamente relacionada ao cotidiano estudantil tende a
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comprometer a aprendizagem desse conteudo. Essa autora reforca ainda que, faz-se necessario
o desenvolvimento de estratégias que auxiliem o professor na tarefa de estimular os estudantes
para o conhecimento dos microrganismos, bem como sua relacdo com a vida cotidiana que

possibilita o despertar do aluno para a conscientiza¢ao da aplicabilidade desta ciéncia.

Em 2011, Berbel ja alertava sobre a necessidade de uma modificagdo nas metodologias
de ensino utilizadas na educagao publica para o uso de novas abordagens metodologicas,
preocupadas em desenvolver o pensamento critico dos estudantes. As metodologias ativas,
segundo este autor, fazem que o estudante consiga desenvolver sua capacidade de buscar de
forma autébnoma o conhecimento, e utilizar procedimentos basicos de investigagdo para
construcdo do conhecimento cientifico, visando a constituicdo de cidadaos ativos, bem
instruidos e capacitados para o desenvolvimento de uma logica cientifica na resolugdo de

problemas e a aplicagdo do conhecimento adquirido para o beneficio mutuo.

Como forma de incentivar o conhecimento das técnicas de biorremediacdo em sala de
aula, os autores Afzal et al. (2017), incluem esse método como uma produgdo de menor custo,
de facil disponibilidade para tratar grandes volumes de aguas residuais devido a cinética rapida
e alta seletividade em termos de remocao e recuperacdo de metais especificos. J4 que na
biorremediacdo, segundo Andrade et al. (2010), a limpeza pode ocorrer in situ, ou seja, no
proprio local, o que elimina o transporte de residuos perigosos e custos de responsabilidade;
conta com os processos de biodegradacdo enddgenos que podem ser mais rapidos € menos
onerosos. Assim, a biorremediacdo torna-se ampla e requer uma maior dedicacdo, além da
disponibilidade em ser abordada e discutida em sala de aula. H4 outros métodos que podem ser
utilizados para descontaminar ambientes posteriormente contaminados por produtos do

petroleo.

2.5 METODOS DE DESCONTAMINACAO PARA PRODUTOS DO PETROLEO

Para o processo de descontaminagao de determinado substrato derivado ou constituido
por petrdleo, € necessario realizar métodos de extragdo desse produto ou dos derivados com o
auxilio de técnicas que sdo tradicionais ou atuais, como a biorremediagdo. Vale ressaltar que
essas técnicas ja sao utilizadas ha tempos e por isso € importante compreender os fundamentos

delas.

Um dos métodos utilizados ¢ a biodegradacdo, com a utilizacdo de uma populacao ou

comunidade de microrganismos capazes de metabolizar a molécula original bem como os
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respectivos produtos gerados. Segundo Gaylarde et al. (2005), ndo existem, na biosfera atual,
rotas enzimaticas catabdlicas capazes de degradar todos os compostos novos que a cultura
humana sintetizou durante os ultimos 100 anos. Alguns xenobioticos podem ser biodegradados
por microrganismos que possuam enzimas capazes de catabolizar moléculas especificas, ou
mesmo pela acdo de consoércios microbianos, em que cada espécie atua individualmente sobre

diferentes etapas do processo de biodegradagao.

Para Crapez et al. (2002), a maior parte dos compostos de petroleo ¢ biodegradavel, no
entanto, o restante (de 10 % a 40 %), em estado bruto ou refinado, € recalcitrante. Mesmo
tratando-se de uma por¢ao menor, deve-se ressaltar que isto representa toneladas de poluentes
impactando ecossistemas e sendo bioacumulados e biomagnificados na cadeia trofica. O
destino destes compostos, apds um derrame, ird depender da interagdo, entre varios fatores,

podendo se destacar a degradagdo microbiana.

A foto-oxidacdo ¢ um dos principais métodos de associacdo a degradagdo e mudanga
composicional do 6leo bruto uma vez este ¢ lancado no meio ambiente. A radiagdo solar que
corresponde a faixa do ultravioleta (= 190 a 400 nm), seguida da faixa de luz visivel (= 440 a
700 nm) ¢é responsavel por modificar as propriedades fisicas e quimicas dos hidrocarbonetos
que compoem o 6leo bruto (THOMINETTE et al., 1984). Santos et al., (2015) apresentam dois
mecanismos que levam a degradacdo foto-oxidativa de 6leos brutos, que sdo: mecanismos de

reacdo em cadeia de radicais livres e oxigénio singleto.

As reagdes em cadeias de radicais livres ocorrem apenas na presenca de hidrogénios
subtraidos dos hidrocarbonetos presentes no 6leo, os quais foram inicialmente sensibilizados
pela radiagdo solar. O radical hidrocarboneto resultante dessa sensibilizagdo reage com o
oxigénio formando espécies radicalares muito reativas, os quais sofrem outras reagdes, gerando

por fim compostos oxigenados, tais como aldeidos, cetonas e acidos (SANTOS et al., 2015).

Outro método importante de descontaminagdo, sendo este o mais atual, ¢ a
biorremediacdo, que ¢ uma técnica de remediacdo bioldgica bastante empregada para amenizar
ou eliminar os impactos gerados por contaminantes hidrocarbonetos de cadeias longas e de
dificil remoc¢dao em maioria, o petrdleo e derivados. Dentre os processos utilizados na técnica
de biorremediacdo podem ser citadas a bioventilagdo, bioaumentacdo e bioestimulagao

(QUINTELHA, 2019).

Mesmo com um cenario de utilizagdo favoravel, o Brasil ainda continua realizando

estudos, com poucas aplicagdes efetivas ou em larga escala, se comparado a paises que possuem
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numeros expressivos de trabalhos e patentes relacionados a esta area, além de possuir uma baixa

produtividade cientifica na temadtica.

Existem diversos tipos de biorremediagao e cada técnica ¢ aplicada a necessidade do
problema, ao tipo de contaminante ¢ ao ambiente impactado. O sucesso da biorremediagdo
independe do local da aplicagdo da técnica (“in situ” ou em “ex sifu”), mas requer controle do

processo (BOHRER, 2012).

Uma das técnicas de biorremediag@o mais utilizadas € a inje¢do mecanica, que, segundo
Tomassoni et al. (2014), baseia-se na adi¢do de oxigé€nio no solo impactado para aumentar ou
estimular o crescimento microbiano natural ou introduzido. A quantidade de oxigénio
molecular, segundo o mesmo autor, estd relacionada com o potencial de biodegradacdo de
diferentes compostos. Essa técnica tem como caracteristicas a minimiza¢ao da extracdo de
vapores, o emprego de equipamentos simples e de facil aplicabilidade em locais de dificil
acesso ¢ com limita¢do da baixa taxa de umidade. Esse método ¢ eficiente no tratamento de
qualquer contaminante degradavel em meio aerdbico, particularmente na remediacao de solos
contaminados por hidrocarbonetos de petroleo. E utilizada principalmente para tratar
biodegradacdo aerdbia de contaminantes, como os compostos organicos volateis e ndo-clorado,
sendo mais recomendada para locais onde ocorreu a liberacdo de compostos com peso

molecular médio (diesel) (LIMA, 2010; EPA, 2006).

A bioaumenta¢do ¢ outra técnica na qual ocorre pela adi¢do de microrganismos
especificos em regides impactadas, adaptados em laboratorio as condi¢des ambientais. Ao usar
essa técnica, faz-se a avaliacdo dos microrganismos presentes no ambiente, identificando-se os
degradadores de oleo. Em seguida, a partir de biorreatores, estimula-se em laboratério o
crescimento microbiano das espécies de interesse e, posteriormente, injeta-se um conjunto de
microrganismos no local contaminado com o objetivo de estimular ou acelerar a biodegradagao
com a intensificacio da populacdo microbiana e, também, a otimizacdo do ambiente
contaminado. Essa técnica ¢ usada quando o local contaminado ndo apresenta uma carga

microbiana adequada para que o processo ocorra de forma satisfatoria (LIMA, 2010).

r

A bioestimulagdo ¢ a aceleracdo da reproducdo microbiana e de suas atividades
metabolicas, pela adi¢ao de oxigénio, 4gua e nutrientes a0 meio ambiente contaminado (ROSA,
2001). A bioestimulagdo de populagdes de microrganismos autdctones com o objetivo de
aumentar as taxas de biodegradacdo ¢ frequentemente empregada em projetos de

biorremediacdo. Para se utilizar o processo de bioestimulacdo, deve-se demonstrar que existe
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no local contaminado uma populagdo de microrganismos capaz de biodegradar os
contaminantes presentes € que as condigdes ambientais sdo insuficientes para se obter altas
taxas de atividade microbiologica (LIMA, 2010). Importante destacar que o petroleo e seus
derivados sdo contaminantes altamente agressivos, porém sao produtos que ainda apresentam

um poder econdmico em diversos paises, tornando-o necessario para o mercado energético.

2.6 A IMPORTANCIA DOS COMBUSTIVEIS FOSSEIS E DO DIESEL

Entende-se atualmente que, boa parte da populacdo mundial ainda necessita de um
determinado tipo de energia para dar funcionalidades a maquindrios que servem de
movimentagdo e que favorecem a geracdo de empregos, talvez até certos confortos ou
comodismos a sociedade atual. Tal suprimento deriva de combustiveis fosseis que sdo uma das
principais fontes energéticas onde o petroleo ¢ o mais conhecido. Hannick (2005), estabelece
que os combustiveis fosseis podem ser definidos como depositos de hidrocarbonetos a partir da
decomposi¢ao de uma grande quantidade de matéria organica que foi comprimida durante anos.
Segundo este autor, ha outras defini¢des que abordam sobre o conjunto de carbono presente

nesse combustivel, mas que todas norteiam o mesmo significado.

Os combustiveis fosseis sdo encontrados em trés tipos: carvao, gas natural e petroleo.
Este ultimo foi caracterizado principalmente como um liquido escuro e de cheiro marcante
composto por petrdleo bruto, gis natural em solucdo e hidrocarbonetos com uma grande
proporcdo de carbono (CALHAU et al., 2011; SUZUKI; REZENDE, 2013; FIGUEIRAL,
2011). E um dos importantes combustiveis, derivados do petroleo, ¢ o diesel que apresenta
maior utilidade atualmente, muito pelo fato de que, segundo Soares e colaboradores (2017), ¢
o principal componente utilizado no transporte rodoviario de passageiros, produtos industriais

e na producao agricola no Brasil, com uma finalidade energética nos motores de combustao.

O ¢leo diesel ¢ composto principalmente por uma mistura complexa de hidrocarbonetos
parafinicos, nafténicos, olefinicos e aromadticos, variando de 8 a 28 4tomos de carbono e, em
menor concentragdo substancias contendo oxigénio, nitrogénio, enxofre e metais (AMARAL
et al. 2016; Nespeca et al. 2018). O volume comercializado em 2019 foi de aproximadamente
57,3 milhdes de m® de diesel (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2020). Tal
complexidade gera danos ao meio, quando derramados de forma incorreta. Uma das alternativas

de reduzir esses danos estd com a utilizagdo de agentes biodegradadores.

2.7 USO DE MICRORGANISMOS EM BIORREMEDIACAO
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A contaminagdo proveniente de compostos hidrocarbonetos gera impactos severos ao
meio ambiente, ¢ a melhor forma de mitigar esses impactos ¢ implementar técnicas viaveis,
menos agressivas € mais econdomicas. Sabe-se que o uso de microrganismos como ferramentas
para a remediacdo de ambientes contaminados ¢ chamado de biorremediagdao que, segundo
Varjani (2017), apresenta alguns géneros, conhecidos da literatura, que sdo capazes de degradar
solos contaminados, tais como: Rhodococcus spp., Stenotrophomonas sp., Halassolituus sp.,
Aspergillus sp., Candida sp., Penicillium sp., Pseudozima sp. Acinetobacter sp., Archaeglobus
fulgidus, Aromatoleum aromaticum, Bacillus spp., Halomonas sp., Pseudomonas sp,

Rhodococcus sp., e Sphingobacterium sp.

Entre as biotecnologias utilizadas para a recuperacdo de areas contaminadas, os
microrganismos eficientes (EM), do inglés Efficient Microrganisms, foi uma tecnologia
desenvolvida pelo Dr. Teruo Higa da Universidade de Ryukus de Téquio no Japao - consistem
em um consoércio de microrganismos que, quando coexistem, apresentam um efeito sinérgico
com intensidade maior que a soma dos membros individuais, podendo, entre tantas aplicagoes,

solucionar problemas ambientais. (Bonfim et al. 2011; Higa & Paar, 2013)

Cotta et al. (2020), endossam que a biorremedia¢dao também ¢ uma alternativa atraente
para descontaminacdo de solos, demonstrando assim sua ampla utilizacdo. Varjani e
colaboradores (2017), refor¢am que este processo pode ser realizado por meio de um ou mais
consoércios microbianos, indigenas ou ndo, para a degradacdo de contaminantes organicos

poluentes.

A biodegrada¢do de poluentes de hidrocarbonetos de petrdleo emprega as atividades
cataliticas enzimaticas para aumentar a taxa de degradagdo de poluentes e o processo de
biodegradacdo. Assim, os microrganismos obtém energia ou assimilam os hidrocarbonetos de
petrdleo na biomassa celular (VARJANI et al., 2017). Desta forma, ganham energia durante a
degradacdo do poluente e obtém carbono, um componente essencial de todos os constituintes
celulares. Portanto, o processo ¢ energeticamente favoravel (ABBASIAN et al., 2015). Tais
agentes atenuam, degradam ou reduzem os poluentes organicos perigosos para compostos
inofensivos como CO., CH., H.O e biomassa sem afetar negativamente o meio ambiente (RON,

ROSENBERG, 2014).

Os microrganismos desempenham um papel essencial em importantes ciclos
biogeoquimicos em quase todos os ambientes e formam a espinha dorsal da maioria dos

ecossistemas (VARJANI et al., 2017). Os microrganismos respondem de forma diferente a
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varios tipos de estresse e podem adquirir aptiddo em ambientes poluidos. Adicionalmente, este
processo pode ser otimizado pela aplicacdo de técnicas de engenharia genética (MEGHARAJ

etal., 2011).

Para ocorrer a biodegradacao de hidrocarbonetos ¢ indispensavel que haja a ocorréncia
de uma reacao de oxirredugdo em que os hidrocarbonetos sdo oxidados por serem doadores de
elétrons, com isso os aceptores de elétrons sao reduzidos. Varios compostos podem atuar como
aceptores de elétrons, incluindo o oxigénio molecular (O.), nitrato (NO.-), 6xido de ferro

(Fex05), sulfato (SO.) (MARIANO et al., 2007).

Segundo Guerin (2000), convém manter o solo saturado e a taxa de umidade para que
haja maior eficiéncia no processo de biorremediacao. O teor de umidade aumenta a degradagao
de poluentes, além de favorecer o transporte de poluentes e dos produtos degradados

(MICHELS et al., 2000).

A temperatura afeta o estado fisico dos hidrocarbonetos presentes no local poluido e os
microrganismos que os consomem (CHANDRA et al., 2013). Além disso, afeta a taxa de
crescimento e metabolismo microbiano, solubilidade dos gases, matriz do solo, estado fisico e
quimico de contaminantes (MEGHARAJ et al., 2011). No processo de biorremediacdo, ¢ de
extrema importancia, pois o calor que ¢ gerado pelo metabolismo microbiano € aprisionado na

matriz do solo em biodegradacio (MEGHARAJ et al., 2011).

Quanto aos possiveis resultados de patentes, houve o aumento a partir da década de
1990, principalmente sobre as que envolvem os produtos de biorremediagao, sendo explicado
pelos acidentes ambientais envolvendo petroleo, sobretudo o que ocorreu no Golfo Pérsico
durante a guerra do Golfo, em 1991. O impacto ambiental resultante do derramamento do
petroleo no mar foi avaliado por varios estudos que visaram, sobretudo, a biorremedia¢ao dos

compostos liberados pelo derrame (BAYAT et al., 2015; HASSANSHAHIAN et al.,2012).

A Ambiem Ltda Brasil de Lauro de Freitas-BA (2017) elaborou um produto, o EM-1®,
um liquido em suspensdo homogénea de cor marrom e odor agridoce, com uma massa
especifica média de 1,02 g/cm3, com o pH variando de 3,0 a 3,5 e uma concentracao superior
a 4x10° UFC/mL. Esse produto é oriundo do processo de biorremediacio, capaz de eliminar
odores e promover a decomposicao rapida de matéria organica por meio de fermentagdo, ao
acelerar a quebra de compostos como proteinas, aglcares, gorduras, minerais e até mesmo
fibras, com exclusdo competitiva de microrganismos que provocam ineficiéncia do sistema. A

empresa ressalta ainda que outra forma do produto agir € por meio da producao de substancias
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bioativas benéficas que promovem enzimas, acidos organicos, aminoacidos e antioxidantes
melhorando a satide do meio. Esse consorcio de EM, facultativamente, pode atuar aerobiamente

ou anaerobicamente.

Porém, se observar o mapeamento patentario (Fig 02 e 03) realizado por Macedo et al.
(2015) no periodo de 1982 a 2012 revelou que os Estados Unidos, a China e o Japao sdo os
paises a apresentar o maior nimero de patentes publicadas relacionadas as tecnologias na area
de biorremediacao. Os dados obtidos por Macedo et al. (2015) ja indicavam que o Brasil nao
aparecia entre os dez principais paises depositantes. Isso talvez explique o motivo de ndo haver
muita procura por essa tecnologia no mercado brasileiro. Dado se confirma em uma pesquisa

feita em 2023, pela World Intellectual Property Organization (WIPO).

Figura 1 - Paises com maior numero de patentes registradas.

Origin 2022 W
Total 277,632 272,600
China 70,017 69,610
United States of America 58,823 55,678
Japan 50,351 48,879
Republic of Korea 22,023 22,288
Germany 17,469 16,916
France 7,761 7,916
United Kingdom 2,716 5,586
Switzerland 5,446 5,382
Sweden 4,481 4,323
Netherlands (Kingdom of

Fonte: World Intellectual Property Organization (WIPO), 2023

Diante das problemadticas existentes no ensino bésico, esse trabalho estd entrelacado a
compreensdo da defasagem educacional nos ensinos de biologia, bem como proporcionar um
novo desenvolvimento e aplicagdo de ferramentas didaticas que visam integrar o ensino em
suas diferentes vertentes, tendo como base a demonstragdo experimental dos efeitos do dleo
diesel sobre a comunidade bacteriana, e seus efeitos direto no equilibrio da Biodiversidade

Amazonica.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Desenvolver e aplicar metodologias didaticas interdisciplinares voltadas a Educagao
Basica, utilizando o impacto do 6leo diesel sobre a diversidade microbiana do solo como
modelo tematico para promover a compreensao sobre contaminacao ambiental, biodiversidade

e sustentabilidade

3.2 ESPECIFICOS

- Comparar a diversidade bacteriana total e cultivavel de solo antes e ap6s exposi¢ao ao

Oleo diesel.

- Obter um consorcio bacteriano degradador de 6leo diesel a partir da microbiota de

solo.

- Realizar palestras e oficinas de praticas educativas com discentes do ensino médio,
elaboradas de acordo com a proposta curricular, utilizando a microbiologia basica e o impacto

do 6leo diesel sobre a diversidade bacteriana como modelo.

- Produzir um material didatico abordando sobre a microbiologia bésica, os
combustiveis fosseis e o impacto do Oleo diesel na diversidade bacteriana, que sera
disponibilizado para que possa ser aproveitado pelos discentes e docentes da educacdo bésica e

EPT.
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4 MATERIAL E METODOS

Figura 2: Fluxograma das etapas experimentais realizadas para diversidade bacteriana total e

diversidade bacteriana cultivavel.

DBC e DBC-D

Extracio do \
DNA I 1

Tratamento 1: 20 mL (tratamento 1) Plaqueamento em Anilise

Solucdo PBS em meio LB LB/Agar " . .
Diluigio até 107 morfoldgica

SOLO (200 g)

Extracio do
DNA (solo)

Tratamento 2:
Solucdo PBS 20 mL (tratamento 2) Extracdo DNA
+ em meio LB Genodmico
5% Diesel
l
Extracio do
DNA

— | PCR |——' | Sequenciamento

DBT e DBT-D

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
4.1 COLETA DE SOLO

As amostras de solo foram coletadas em uma area situada no municipio de Iranduba-
AM (3°15'51.6"S 60°10'40.1"W). Tal escolha foi fundamentada no baixo nivel de interferéncia
humana sobre o solo, ja que se trata de uma area habitada, mas que nao ha qualquer trafego de
veiculos; além de buscar garantias de um solo sem contato com diesel ou outros compostos.
Coletou-se em dois pontos selecionados aleatoriamente, e, para tal coleta, foi retirado cerca de,
aproximadamente, 200 g de solo, livre de folhas e demais detritos vegetais, na profundidade
aproximada de 10 cm. Este substrato foi acondicionado em sacos plasticos Ziplock, mantidos
em caixa de isopor contendo gelox e levados imediatamente para o Laboratorio de Protedmica-

Universidade Federal do Amazonas, onde foram armazenados a temperatura de 4° C.

4.2 ANALISE DA DIVERSIDADE MICROBIANA

Figura 3: Desenho experimental das etapas realizadas na amostra de solo tratado com PBS e

com PBS + 5% de diesel.
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[ Desenho experimental ]

[ Diversidade bacteriana total (DBT e DBT-D) ]

= Incubacio—24 h
Tratamento 01 = Solucido PBS
Condicao 02 ‘
Extracdao do DNA
SOLO *
Condicio 01 B
l Amplificacio PCR
Extracao do Tratamento 02 = Solugido PBS + 5% diesel S .
L equenciamento
DNA Condiciao 03 -

[ Diversidade bacteriana cultivavel (DBC e DBC-D) ]

Cultivo em meio LB Incubacio

Trat: to 01 (DBT >
Tratamento 01 ( ) Condiciio 04 S~

Extracio do DNA Plagueamento

v

Tratamento 02 (DBT-D) » Cultivo em meio LB Amplificacio PCR
- Condicio 05

Sequenciamento

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
4.2.1 TRATAMENTO DO SOLO (DBT e DBC)
Extracdo de DNA total (DBT) — Bibliotecas de diversidade total

O solo foi utilizado para extragdo de DNA total em trés condi¢gdes distintas: /) sem
nenhum tratamento prévio (DBT), 2) tratado com 2 mL de PBS (DBT/PBS) e, 3) tratado com
1,9 mL de PBS e 100 puL de 6leo diesel (DBT/D) (para concentracao final 5%). Para ambos os
tratamentos (2 e 3) o solo foi incubado em tubos de vidro sob agitacdo de 150 rpm/30° C por
24 h; estas amostras foram utilizadas tanto para a extragdo de DNA total quanto para o
1solamento de bactérias cultivaveis. Para todos os procedimentos foram utilizados 0,25 g do
solo. Para a padronizagao, dois kits comerciais para extragdo de DNA ambiental de solo foram
testados: o kit TIANamp Soil DNA Kit, (TIANGEN) e o kit Fast DNA™ SPIN Kit for Soil
(MPBio Biologia Molecular). O periodo de armazenamento do solo (recém coletado e com dois
meses de armazenamento a 4° C) também foi avaliado. Na padronizacao, o efeito do 6leo diesel
no rendimento de extracdo de DNA foi avaliado nas concentragdes de 1, 2, 3, 4 ¢ 5%. A extracdo
de DNA total foi realizada conforme instru¢des dos fabricantes. Os DNAs extraidos foram
armazenados a -20° C. A qualidade do DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose

0,8 %.
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Extra¢ao de DNA de bactérias cultivaveis (DBC) — Biblioteca da diversidade cultivavel

Para observar a diversidade bacteriana cultivavel, a partir do solo tratado com PBS e
com PBS/diesel descritos no item anterior, 20 plL foram transferidos para tubos de vidro
contendo 2 mL de meio Luria Bertani (LB) mantidos sob agitagcdo de 150 rpm/30° C por 24 h.
As culturas, identificadas respectivamente por DBC/PBS e DBC/D, foram utilizadas para

extracdo de DNA e para analise de morfologia de bactérias.

O DNA gendmico de bactérias cultivaveis foi obtido utilizando o kit Bacteria DNA
Preparation kit (Cellco), conforme instru¢des do fabricante. Apds a extragdo, os DNAs
extraidos foram armazenados a -20° C. A qualidade do DNA foi analisada por eletroforese em

gel de agarose 0,8 %.
422 VALIDACAO DAS BIBLIOTECAS OBTIDAS
4.2.2.1 AMPLIFICACAO DA REGIAO GENICA CODIFICADORA DO 16S rRNA

A realizagdo da amplificagdo da regido génica codificadora do rRNA 16S (regido V3-
V4; 465 pb) se deu pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), na qual utilizou-se o par de
iniciadores referentes a regido de interesse (16S 400 F: 5’-ACTCCTACGGRAGGCAGCAG -
37; 16S 400 R: 5’GGGACTACCAGGGTATCTAAT -3°). Foram utilizados o DNA gendmico
das amostras extraidas da diversidade bacteriana total (DBT e DBT-D) e do cultivo bacteriano
DBC e DBC-D. O produto de amplificacdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8

%. A composi¢do e as condigdes das reacdes estdo descritas nas tabelas 1:

Tabela 1 - Reacdo de PCR para amplificacdo do gene 16S rRNA a partir do DNA gendmico
proveniente das amostras DBC e DBC-D.

Reagentes do sistema Quantidade adicionada para cada amostra
Agua deionizada 15,8 uL
Tampao 10 X com MgCl, 2,5ul
dNTPs (2,5mM) 2,5 uL
Iniciador Foward (5 pmoles/uL) 1,0 uL
Iniciador Reverso (5 pmoles/uL) 1,0 uL
Taq polymerase (5U/uL) 0,2 uL
DNA (10 a 30 ng/uL) 2,0 uL

Volume total 25 uL
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Tabela 2 - Parametros de ciclagem para a amplificacdo do gene 16S rRNA das amostras DBC
e DBC-D por PCR.

Passo Temperatura (° C) Evento Tempo
1 94° C Desnaturacao inicial 2 min
2 94° C Desnaturagao 40 seg
3 58°C Anelamento dos iniciadores ao 40 seg

DNA molde
4 72°C Elongacao pela DNA 2 min
polimerase
5 72°C Elongacao final pela DNA 5 min
polimerase
6 4°C Término da reagdo Tempo
indeterminado

25 ciclos dos passos 2,3 e 4.

4.2.2.2 CLONAGEM DE 16S rRNA NO VETOR pGEM-T

Para cada biblioteca de diversidade gerada, os amplicons foram purificados a partir de
gel de agarose utilizando o ReliaPrep da Promega, conforme instrugdes do fabricante. Cada
amplicon foi entdo quantificado em fluorometro Qubit e utilizado para clonagem no vetor
pGEM-T Easy (Promega), conforme instru¢des da fabricantes, utilizando-se a proporcao 3:1

(inserto:vetor).

A purificacdo dos amplicons foi realizada utilizando a rea¢ao de PCR, onde esta foi
submetida a passagem em uma minicoluna para a retirada de todas as impurezas que pudessem
interferir em processos posteriores. Em primeiro momento, 25 pL. da reagdo foi adicionada em
uma minicoluna inserida em um tubo de coleta, o sistema foi centrifugado por 30 segundos, a
coluna foi removida para o contetido restante no interior do tubo ser descartado. Posteriormente,

adicionou-se 200 pL de solucdo de lavagem na minicoluna e o material foi centrifugado por 15
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segundos. Deu-se continuidade ao processo de lavagem através da adigdo de 300 pL de tampao
B e uma nova centrifugacdo por 15 segundos. A minicoluna foi retirada do tubo e o contetido
deste foi descartado. Em seguida a minicoluna foi novamente colocada sobre o tubo de coleta
e foi repetida a ultima lavagem. Por fim a minicoluna foi submetida a uma nova centrifugacao
por 1 minuto e posteriormente transferida para o tubo de elui¢do. Adicionou-se 15 pL de dgua
livre de nuclease em seu centro e posteriormente centrifugou-a por 30 segundos. O conteudo

restante no tubo de eluicao consistiu no DNA gendmico purificado.

Ligagdo dos fragmentos ao vetor pPGEM-T

Os genes provenientes da amplificacdo do gene 16S rRNA, purificados, foram inseridos
ao vetor pPGEM-T (Figura 4), que ¢ um vetor especifico para clonagem de produtos de PCR que
foram amplificados por enzimas termoestaveis, as quais acrescentam um nucleotideo de
adenosina nas extremidades 3’0OH dos amplicons. Dessa forma, o vetor tem como
caracteristicas principais a sua comercializacao na forma linear, a preseng¢a de um nucleotideo
de timina nas suas extremidades 3’OH, um sitio polylinker inserido no gene que produz a
enzima [-galactosidase (LacZ), onde o gene a ser clonado sera inserido, inativado a expressao
do gene, além de uma origem de replicagdo (ori) f1 e uma regido com gene de resisténcia a

Ampicilina (AmpR).

FIGURA 4: Esquema representativo do Vetor de clonagem pGEM-T
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4.2.2.3 TRANSFORMACAO BACTERIANA POR ELETROPORACAO

Para este processo, foram utilizados 100 uL de células eletrocompetentes de E. coli da
linhagem XL 1-Blue, que ¢ uma cepa conhecida por ser uma 6tima hospedeira para clonagem
que utiliza vetor de plasmideo ou ldmbda, pois elas ndo possuem uma endonuclease, o que faz
com que haja uma maior qualidade de DNA e sao deficientes de recombinagao, permitindo que
se tenha uma melhor estabilidade do inserto. De cada biblioteca da diversidade foram utilizados

2 pL do sistema de ligacdo pGEM-T/16S rRNA para a transformacgao.

Estes foram colocados em um tubo de 1,5 mL, misturando com movimentos circulares
para que ndo houvesse estresse das células e danos na sua membrana. O contetido do tubo foi
transferido para uma cubeta, a qual foi inserida no eletroporador, este equipamento emite um
pulso elétrico, de até 1900 volts por cerca de 2 milissegundos, permitindo que haja um aumento

na permeabilidade da membrana.

O volume da cubeta foi transferido para um tubo de 1,5 mL. A cubeta foi lavada com
600 pL de meio LB, tendo o cuidado de colocar o meio em uma extremidade da abertura da
cubeta e retirando lentamente na extremidade oposta, repetindo o processo trés vezes. Estes

tubos foram incubados por 1 hora na estufa a 37° C.

Apds o término da incubagado, foi preparado o meio seletivo, constituido de 120 mL de
meio LB éagar, 240 pL de X-gal, 240 pL de ampicilina e 60 uL de IPTG, o qual foi distribuido
em seis placas de Petri. Foram retiradas as aliquotas de 200 puL e 300 pL do sistema de

transformagao e cultivados no meio seletivo.

Foram preparadas trés para DBT e DBC. As placas foram incubadas na estufa por ~ 22h
a37°C.

4.2.2.4 EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL

As colonias selecionadas durante o processo de transformacdo bacteriana foram
cultivadas em 5 mL de meio LB durante 24 h e usadas para extragdo plasmidial. Foi utilizado
o Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep da Cellco®, de acordo com as instrugdes do fabricante. A

quantificagdo de DNA foi realizada a partir de método fluorimétrico, por meio do Qubit®.

4.2.2.5 ANALISE DA VARIABILIDADE DOS CLONES POR PERFIL DE RESTRICAO E
SEQUENCIAMENTO DE DNA
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Para o sistema de digestdo das amostras (DBC/PBS = 10 clones; DBC/PBS com diesel
= 10 clones; DBT/PBS = 6 clones; DBT/PBS com diesel = 5 clones), foi realizada com os

seguintes componentes (Tabela 3):

Tabela 3 - Sistema de digestao para o vetor pPGEMT+16S

Quantidade para 1 amostra Mix (31 amostras + 1)

DNA 5,0 uL -
Tampao 10X 1,0 uL 32 ul
EcoRI 0,5 uL 16 uL
H:0 3,5uL 112 uL
Total 10,0 pLL 160 pL

O mix foi preparado para as amostras adicionando em um tubo de 1,5 pL, o tampao, a
agua e por ultimo a enzima, deixando o sistema em gelo. Nos microtubos identificados para
cada amostra, foram adicionados 5,0 pL do DNA referente a amostra, depois foram adicionados
5,0 uL do mix em cada microtubo com o DNA plasmidial. Logo, os microtubos com o sistema
de digestdo foram incubados a 37° C por 2h e, em seguida, foi feita a eletroforese em gel de
agarose a 1,5 %, com corrida de 70 V por 1 h 30. Logo apo6s, foi feita a visualizagdao no

transiluminador.

Os clones obtidos de cada biblioteca foram avaliados quanto a variabilidade também
por sequenciamento de DNA, utilizando a metodologia de Sanger. Os iniciadores utilizados
foram 0 T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’) e 0 SP6 (5'-
ATTGAATTTAGGTGACACTATAG-3"), que se anelam no vetor pGEM-T em regides que
flanqueiam o fragmento génico clonado. Para cada clone foram realizadas duas reagdes de
sequenciamento, uma com cada iniciador. Apods analise por ferramentas de bioinformatica, a
qualidade  das  sequéncias  geradas foi  avaliada utilizando o  dominio
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. Foram selecionadas as sequéncias equivalentes as
amostras Forward (iniciador SP6) e Reverse (iniciador T7), para a obtengao dos contigs de cada
amostra. Posteriormente, foi feito o alinhamento das sequéncias no banco de dados do NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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4.2.3 ANALISE DA VARIABILIDADE DAS BIBLIOTECAS POR NGS - ILUMINA

Para este sequenciamento, foi utilizado o DNA total obtido de cada biblioteca de
diversidade (DBT-PBS, DBT-PBS/D, DBC-PBS e DBC-PBS/D). O sequenciamento das
bibliotecas, assim como andlise por bioinformatica, foram realizadas pela empresa BPI
Biotecnologia considerando os seguintes parametros descritos a seguir. O relatério da qualidade
do sequenciamento foi gerado pelo programa FastQC v0.11.9. O processamento das leituras
(reads) brutas foi realizado utilizando o software Trimmomatic v0.39. As configuracdes foram
ajustadas para importacao de dados pair-end, remocao das 15 primeiras bases, remoc¢ao de reads
com qualidade média inferior a Q20 (Phred Score, 1% de chance de erro) e comprimento
minimo de 230 pares de base. O processo de merge foi aplicado utilizando o programa FLASH
v1.2.11. Os dados processados foram importados pelo programa QIIME 2 v2024.2.0. Foi
aplicado algoritmo Dada2 para a etapa de denoise-single. Foi estabelecido profundidade de
amostragem de 25000. A classificag@o taxonomica dos dados foi realizada utilizando a base de
dados SILVA para 16S V3-V4 (silval38 AB V3-V4 classifier) aplicando o procedimento
classify-sklearn. A arvore filogenética foi construida com método align-to-tree-mafft-fasttree.
A diversidade alfa foi avaliada utilizando estimativas dos indices: Ace, Chaol, Simpson, Faith’s
PD, Evenness, Shannon ¢ o numero de features observadas. Para a diversidade beta. Foram
utilizadas as métricas: Bray-Curtis, Euclidean, Jaccard e as distancias ponderadas e nao
ponderadas do Unifrac. A andlise de rarefagdo e estimativas de parametros alfa forma realizadas
com a profundidade de amostragem descrita. A andlise de redes foi realizada utilizando o pacote
igraph v2.1.4 para R. Os resultados foram processados utilizando a IDE Rstudio (versdes Ocean
Storm) para linguagem R (versdo 4.4.1). Figuras e graficos foram obtidos pela interface online

view.qiime2.org ou gerados utilizando o pacote ggplot2 (metapacote tidyverse) para R.

4.2.4 MORFOLOGIA DAS LINHAGENS HIDROCARBONOCLASTICAS

Das culturas referentes ao DBC e DBC-D, retirou-se uma aliquota de 100 pL e foram
feitas dilui¢des seriadas, em meio LB, na ordem de 107! até 10”. Das trés ultimas diluicdes, 100
pL foram semeados em placas de Petri (150 mm) contendo meio LB/4gar. As placas foram
incubadas a 30° C por 24 h. Em seguida, foi feita a contagem da quantidade de unidades
formadoras de colonias (UFC). As colonias foram selecionadas de acordo com a sua
morfologia. Coletou-se 100 colonias da DBC e 100 colonias da DBC-D, que foram transferidas,

para novas placas contendo LB/4gar.
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Ap6s o periodo de cultivo das 200 colonias selecionadas (100 de DBC e 100 de DBC-
D) retirou-se cinco coldnias de cada morfotipo e fez um pré-indculo em tubos de ensaio
contendo 2 mL de meio LB e 2 mL de meio BH/diesel (5 %). Amostras que apresentaram
crescimento simultdneo nos meios acima citados, foram selecionadas, e aquelas cujo
crescimento foi observado apenas em meio LB, foram descartadas. Cada colonia selecionada
foi entdo preservada em tubos de criopreservagdo contendo meio BH/agar/diesel (5 %) e

mantidas em temperatura ambiente.

As linhagens selecionadas por utilizar diesel como fonte de carbono foram novamente
cultivadas em meio LB, para realizar a coloracdo de Gram. As coldnias isoladas foram entao
fixadas por calor em laminas de vidro (76x26 mm), seguido de coloracdo com violeta genciana
por aproximadamente 15 s e logo apos, lavagem com agua destilada. Em seguida, as ldminas
foram cobertas com lugol por 1 min, seguido de nova lavagem com agua destilada. As laminas
foram entdo descoradas com acetona (50 % v/v), seguido por lavagem com agua destilada. Para
finalizar, foi feita coloragdo com fucsina por 30 s. As laminas foram entdo lavadas com agua

destilada e secas a temperatura ambiente.

4.2.5 AVALIACAO DA DEGRADACAO DO DIESEL COM INDICADOR DCPIP

Para confirmar a capacidade dos consorcios bacterianos de utilizarem o diesel como
fonte de carbono e energia empregou-se a técnica do indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol
(DCPIP) (Hanson et al., 1993). Para esta fase experimental, o pré-indculo das colonias isoladas

foram cultivados em 2 mL de BH/diesel 5% a 30 °C e 150 rpm, durante 48 h.

Em seguida, as células foram transferidas para um novo tubo contendo volume final de
2 mL de meio BH/diesel (5 % v/v) / DCPIP (0,1 g.L-1). A OD600 foi avaliada e o volume de
inoculo ajustado para OD = 0,01 em 3 mL de BH/diesel 5% + DCPIP 0,1 mg/mL. Ao longo de
5 dias, o descoloramento do DCPIP foi avaliado quantitativamente a cada 24 h em
espectrofotometro (OD600). Diariamente, foram coletados 100 pL da cultura que, diluidos em
900 pL de BH, foram centrifugados a 10.000 rpm por 5 min para remogao das células, sendo
avaliado a densidade 6ptica do sobrenadante contendo o DCPIP. Como controle, foram usados
BH/diesel + DCPIP sem células para cada uma das concentracdes. Todas as condigdes foram

realizadas em triplicata.
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4.3 APLICACAO DE METODOLOGIAS VOLTADAS PARA O PUBLICO DO ENSINO
MEDIO
A alfabetizagdo cientifica aborda a importancia de iniciar os conceitos basicos da ciéncia
na educacgdo basica e, assim sendo, toda atividade realizada no laboratorio teve como um dos
objetivos, proporcionar a extensao destas na formacao basica dos alunos do ensino médio.

Figura S: Estratégia pedagodgica das atividades realizadas com os alunos do Colégio
Amazonense Dom Pedro.

[ Estratégia pedagogica ]

[ Colégio Amazonense Dom Pedro II ]

Palestra com a tematica do projeto

1° momento: Questionario PLIKERS

Jogos ludicos: - Baralho da morfologia
- Trilha do saber bacteriana

2° momento: — » Visita aos Laboratorios de Protedmica e Biofisica (ICB/UFAM)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

43.1 REALIZACAO DE PALESTRA E ATIVIDADES PRATICAS EDUCATIVAS NA
ESCOLA E NOS LABORATORIOS
Destacando a necessidade de implementar ferramentas metodoldgicas que abordem essa
tematica na educagao basica, foi planejado tracar algumas estratégias que estejam relacionadas
com o impacto do 6leo diesel, quando descartados de forma incorreta. E de suma relevancia,
propor ideias que promovam a extensdo dos estudos realizados no meio cientifico, mais

precisamente, com os estudantes do ensino médio.

Como forma de trabalhar essa tematica, realizamos uma palestra no Colégio
Amazonense Dom Pedro II, situada no centro histérico de Manaus, com um quantitativo total

de 35 alunos do ensino médio, do turno matutino.

O publico-alvo incluiu alunos do 3° ano, uma vez que ja foram contemplados com os

assuntos de microbiologia basica e os impactos do 6leo diesel na diversidade bacteriana, no
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decorrer da educagdo basica. Inicialmente, foi feito um periodo de inscricdo e 75 alunos se

candidataram a participar das atividades, sem qualquer tipo de obrigacdo ou imposic¢do.

Utilizou-se de uma metodologia didatica definida de acordo com a andlise dos
componentes curriculares propostos na grade curricular do 3° ano do ensino médio, baseando-
se nos pontos abordados na linha de pesquisa do projeto: combustiveis fosseis; microbiologia;
biorremediacdo. O encontro foi embasado nos principios cientificos relativos ao delineamento
experimental, conforme definido na metodologia da pesquisa experimental, assim como uma

descrigao dos resultados obtidos.

Além da palestra, a atividade contou com a implementac¢ao de um questionario didatico
(Apéndices IV) baseado no roteiro da palestra e que teve como foco, a aplicagdo de uma
metodologia ativa que utiliza o QRcode como ferramenta de resposta as questdes indagadas
(Plickers — disponivel em https://get.plickers.com/). Na busca de saber a opinido dos alunos, ao
final da palestra e atividade, aplicou-se um questionario de avaliagdo (Apéndice V) contendo
perguntas sobre a atividade executada. O levantamento contou com questdes de carater objetivo

€ anOnimo.

Para completar a experiéncia e aprendizado sobre biorremediacdo € como as bactérias
participam nesse processo, os estudantes visitaram o Laboratorios de Protedmica e o
Laboratorio de Biofisica da UFAM, onde acompanharam as rotinas, os equipamentos presentes
nestes espagos, bem como algumas aulas experimentais que direcionam as linhas de pesquisa

abordadas nas palestras.

432 IMPLEMENTACAO DE FERRAMENTAS PEDAGOGICAS PARA APOIO AO

ENSINO DE MICROBIOLOGIA.

Como forma de acrescentar ferramentas pedagogicas, foram produzidos e aplicados dois
jogos ludicos que estavam correlacionados aos temas trabalhados. O primeiro, baralho das
formas bacterianas (APENDICE II), que segue a jogabilidade do famoso jogo de cartas, porém
a formacao dos pares se dava pela jun¢do das imagens (desenho e laminas das formas
bacterianas) com as caracteristicas especificas. E de se ressaltar que, como no jogo
convencional, onde cada rodada constava com 4 jogadores que recebiam 6 cartas aleatorias e
embaralhadas. No jogo havia cartas coringas que correspondiam aos meios de cultura, uma vez
que estes estdo associados ao crescimento bacteriano. O segundo, o jogo de tabuleiro (trilha)
(APENDICE III), que seguiu um roteiro de ganho e perdas com o jogar dos dados. Em algumas

casas, havia pontos que representavam o derramamento de 6leos, em alusdo ao impacto que ele
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ocasiona ao meio ambiente; desenhos de bactérias — sendo estes dois um revés que faziam
retornar a casas anteriores — e casas contendo meio de cultura — sendo estas casas um ponto de

sorte, fazendo avancgar casas.

Ao final, os participantes foram submetidos ao questionario avaliativo (APENDICE
IV), no qual, de forma objetiva, avaliaram as praticas de ensino aplicadas. Estas informacdes

serdo uteis para o delineamento de novas metodologias e estratégias a serem desenvolvidas.

5 RESULTADOS

CAPITULO 1 - ANALISE DO EFEITO DE OLEO DIESEL SOBRE A DIVERSIDADE
BACTERIANA DE SOLO

5.1 PADRONIZACAO EXPERIMENTAL PARA OBTENCAO DE DNA DE SOLO (DBT E
DBC)

O efeito do oleo diesel no rendimento de extracao de DNA total de solo foi verificado e
os resultados estdo apresentados na figura 6. Comparado ao solo tratado com PBS, o rendimento
de DNA total obtido a partir do solo tratado com diesel foi inferior, especialmente nas
concentragoes de 3 % e 4 %. Para o solo tratado com diesel a 5 %, obteve-se um rendimento
comparavel ao obtido para o solo tratado com PBS. Ressalta-se, que trata-se de um rendimento
relativo estimado de acordo com o perfil e intensidade de banda observada no gel de agarose.

Desta forma, a concentracgdo de diesel a 5 % foi definida para os proximos experimentos.

Figura 6: Efeito do 6leo diesel no rendimento de DNA total nas amostras de solo do

Iranduba.

Legenda: 1 — DBT (PBS); 2 — DBT (PBS ¢
diesel 1%); 3 — DBT (PBS e diesel 2%); 4 —
DBT (PBS e diesel 3%); 5 —DBT (PBS e
diesel 4%); 6 — DBT (PBS e diesel 5%). A
eletroforese foi realizada em um gel de agarose

0,8% em tampao TBE.
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As condi¢des referentes a estabilidade do solo e escolha de kit para extragdo de DNA
total foram avaliadas e os resultados estdo apresentados na figura 6. Quanto ao periodo de
armazenamento do solo, para ambos os kits avaliados, para o solo recém coletado obteve-se
melhor rendimento de DNA total quando comparado ao solo armazenado por dois meses a 4°
C (Figura 7, pogos 2 e 4). Desta forma, os demais experimentos foram realizados com o solo
recém coletado. Quanto aos dois kits avaliados para extragdo de DNA total de solo tratado com
PBS e com PBS/diesel, houve diferenca quanto a intensidade das bandas visualizadas no gel
(Figura 7). Estes resultados foram confirmados também por quantificagdo fluorimétrica
(Qubit), sendo que somente para solo recém coletado e DNA extraido com kit TTANGEN teve
rendimento de 12,4 ng/uL, as demais ficaram abaixo de 8 ng/uL. Nos pocgos 9 e 10 ¢ mostrado
o perfil de DNA total obtido a partir do cultivo de solo tratado com PBS ou com PBS/diesel,
respectivamente. A partir destes resultados, as condigdes experimentais para extragao de DNA
total foram definidas como recém coletado. Quanto a extracdo de DNA total, o uso do kit
TIANGEN proporcionou melhor rendimento. Para extracdo de DNA total cultivavel foi

avaliado apenas o kit Cellco.

Figura 7: Padronizacdo dos procedimentos para extragdo de DNA total de solo.

Legenda: 1 — DNA gendmico de solo antigo (kit 7IJANGEN); 2 — DNA gendmico de solo recém coletado (kit TIANGEN); 3 —
DNA gendmico de solo antigo (kit MPBio Biologia Molecular); 4 — DNA genémico de solo recém coletado (kit MPBio
Biologia Molecular); 5- DBT/PBS (kit MPBio Biologia Molecular); 6 — DBT/D (kit MPBio Biologia Molecular); 7—DBT/PBS
(kit TIANGEN); 8 — DBT/D (kit TIANGEN); 9- DBC/PBS (Kit Cellco); 10- DBC/D (Kit Cellco);
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5.2 VALIDACAO DA BIBLIOTECA
5.2.1 AMPLIFICACAO DA REGIAO GENICA 16S rRNA (DBT e DBC)

Na figura 6 sdo apresentados os resultados obtidos por amplificagcdo do gene 16S rRNA
a partir das bibliotecas de DNA (DBT e DBC) de solo recém coletado. Observa-se que para as
amostras (pocos 3, 4 e 5) extraidas com o kit MPBio Biologia Molecular, ndo apresentaram
amplificacdo. Tornando-se mais um ponto de definicao quanto ao uso do kit TTAGEN, ja que a
amostra (pogos 2, 6 e 7) extraida com este kit, apresentou amplificacdo. Os pocos 8 e 9,
referentes as amostras DBC e DBC-D, apresentaram amplificagdo, mostrando um tamanho de

mais ou menos 500 pb.

Figura 8: Validagdo das bibliotecas de DNA para amplificagdo do gene 16S rRNA (DBT e
DBC).

Legenda: M — Marcador molecular de 1Kb; 2 - DNA genomico de solo (kit 7ZANGEN); 3 — DNA gendmico de solo (kit MPBio
Biologia Molecular); 4 — DBT-PBS (kit MPBio Biologia Molecular); 5 — DBT-D (kit MPBio Biologia Molecular); 6 — DBT -
PBS (kit TIANGEN); 7 — DBT-D (kit TIANGEN); 8- DBC-PBS (Kit Cellco); 9 - DBC-D (Kit Cellco); 11- Controle Positivo

(DNA gendmico bacteriano); 12 — Controle Negativo.

Tabela 4 - Quantificagdo da amplificagdo do DNA das amostras SOLO, DBT/PBS, DBT-D,
DBC/PBS ¢ DBC-D.

AMOSTRA VALORES
Pogo 2 12,5 ng/uL
Pogo 07 32,0 ng/pL

Pogo 08 39,2 ng/uL
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Poco 09 48,2 ng/pL

Pogo 10 38,8 ng/uL.

A quantificagdo das amplificagdes ndo estava com valores seguros para seguir o
sequenciamento, diante disso, foram feitas reagdes adicionais das amostras, a fim de garantir

maior seguridade quanto aos resultados. Como consta na figura 9.

Figura 9: Perfil eletroforético da amplificacdo adicional do gene 16S rRNA por PCR das
extragdes do solo, da diversidade bacteriana total (DBT) e diversidade bacteriana cultivavel

(DBQ).
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amplificagdo do gene 16s (Figura 6);
as informagdes tl, t2, t3 e t4 sdo
referentes a quantidade de reagdes

feitas  (totalizando 4  reagdes

adicionais).

5.2.2 CLONGEM DO GENE 16S rRNA NO VETOR PGEM-T

Na figura 10 s3o apresentados os resultados obtidos pela transformacdo de bactérias
com os sistemas de clonagem (gene 16S rRNA + pGEM-T). Apos a incubacdo, foi feita a
andlise das placas (Figura 10) para contagem das colOnias recombinantes, onde estas
apresentavam coloracdo branca, pois, como o sitio multiplo de clonagem (polylinker) esta
presente na regido do gene da [-galactosidase, a inser¢do do gene 16S inativa o gene LacZ. As
colOnias que sofreram transformacdo, mas ndo tinham o gene da regido 16S, apresentaram
coloragdo azul. Porque este ¢ um gene reporter, e a X-gal € utilizada em conjunto com o IPTG,
que ¢ um analogo da lactose, agindo como um indutor da -galactosidase, onde ele se liga ao

repressor € para que haja a inativacao deste. A X-gal ¢ hidrolisada pela B-galactosidase,
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formando galactose + 5-bromo-4-cloro-3-indoxil, este na presenca do oxigénio sofre a oxidagao

e ¢ convertido em uma coloragao azul.

Figura 10 - Placas com transformantes e recombinantes para DBC/PBS e DBC diesel.

h

Legenda: Colonias azuis indicam transformantes e colonias brancas indicam recombinantes.

Foi feita a contagem das colonias totais (transformantes e recombinantes) e chegou-se
a resultado (Tabela 5):

Tabela 5 - Total de coldnias transformantes e recombinantes

DBC DBT
PES Diesel PBS Diesel
Recombinantes 22 74 5 6
Transformantes 51 135 11 10

Para as amostras do DBT, no sistema de ligagdo durou 1 hora de incubacao. E para o
DBC foi feita a incubacao overnight. O kit propunha essas duas metodologias, no entanto a
DBC obteve um resultado superior de recombinantes. Logo, foi refeita metodologia do sistema

de ligagdo para o grupo DBT, deixando incubado overnight também, e se obteve o seguinte
resultado (Tabela 6):
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Tabela 6 - Total de coldnias transformantes e recombinantes para DBT

DBT
PBS Diesel
Recombinantes 175 128
Transformantes 70 14

O célculo de competéncia bacteriana realizado (com base na primeira transformagao de
DBT), para saber o nimero de CFUs (Unidades Formadoras de Colonias) totais no sistema de
transformagio por ng/DNA. Onde, obteve-se o resultado de 1,715 * 10° CFU/ng de DNA, ou

seja, a eficiéncia de 10°.

5.2.3 EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL DA DBT

Para a extragdo plasmidial do vetor, foi obtido o perfil eletroforético ilustrado na Figura
11. Onde, analisando o marcador molecular, ¢ possivel ver que as bandas estdo na marca de

mais ou menos 3,5 Kb, o que corresponde ao tamanho do vetor pPGEM-T + inserto (16S rRNA).

Figura 11 - Perfil eletroforético da extracdo plasmidial para DBT.
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Legenda: M — Marcador molecular de 1Kb; 1-6 — DBT/PBS; 7-11— DBT diesel;

As amostras tiveram seu rendimento quantificado por meio do Qubit (Tabela 7), apenas

a amostra 6 teve rendimento menor que 100ng/puL, e esta ndo foi usada para o sequenciamento.
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Tabela 7 - Quantificagdo de resultado de extracdo de DNA plasmidial DBT.

PBS Diesel

Amostra Rendimento Amostra Rendimento
1 105 ng/pL 7 106 ng/pL
2 105 ng/uL 8 106 ng/uL
3 102 ng/pL 9 102 ng/pL.
4 102 ng/pL 10 100 ng/pL
5 102 ng/uL 11 95,2 ng/uL
6 27,6 ng/uL

5.2.4 EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL DA DBC.

Como resultado da extracdo plasmidial do DBC, tem-se o seguinte perfil eletroforético:

Figura 12 - Perfil eletroforético da extragao Plasmidial para DBC.
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Legenda: M — Marcador molecular de 1 Kb; 1-10 — DBC PBS; 11-20 — DBC diesel; X —Amostra externa.

Conforme ¢ visto na Figura 12, observa-se que as bandas, tanto para DBC PBS quanto
para DBC Diesel, o tamanho esta por volta de 3s Kb, correspondendo ao tamanho do vetor

pGEM-T + DNA exo6geno.

A maioria das amostras demonstrou um rendimento superior a 120 ng/uL, como
evidenciado na Tabela 8. Importante ressaltar que a amostra 2 apresentou um rendimento de

66,2 ng/uL e, por conseguinte, ndo foi utilizada no sequenciamento.



Tabela 8 - Quantificagdo de resultado de extragdo de DNA plasmidial DBC

PBS Diesel
Amostra Rendimento Amostra Rendimento
1 Acima de 120 ng/uLL 11 Acima de 120 ng/uLL
2 66,2 ng/uL 12 Acima de 120 ng/uL
3 110 ng/uLL 13 Acima de 120 ng/uLL
4 Acima de 120 ng/uL 14 Acima de 120 ng/uL
5 Acima de 120 ng/uL 15 Acima de 120 ng/uL
6 Acima de 120 ng/uL 16 Acima de 120 ng/uL
7 Acima de 120 ng/uL 17 Acima de 120 ng/uL
8 110 ng/uLL 18 Acima de 120 ng/uL
9 Acima de 120 ng/uL 19 Acima de 120 ng/uL
10 Acima de 120 ng/uL 20 Acima de 120 ng/uL

5.2.5 ANALISE DA VARIABILIDADE POR PERFIL DE RESTRICAO

47

Para o sistema de digestdo, utilizando a enzima EcoRI, obteve-se o seguinte perfil

eletroforético das amostras DBC (PBSe diesel) e DBT (PBS e diesel):

Figura 13 - Perfil eletroforético do sistema de digestao para DBC e DBT.

DBC S DBT S
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-~~.~~~~~ww“"~~ww - owt vey

1 Kb DNA Ladder

Legenda: M — Marcador molecular de 1
Kb; C — Controle; DBC/DBT S1-S10 —
PBS ; DBC/DBT D1-D10 — diesel,;
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Podemos observar que o vetor pGEM-T foi cortado, onde ¢ possivel ver a banda
correspondente na parte superior do gel correspondente ao controle, com tamanho de 3 Kb.
Mais abaixo, na altura de 400 pb, ¢ possivel observar a banda para todas as amostras, com
excecao da amostra S1 e S10 da DBC/PBS e a amostra D10 da DBC diesel, indicando que para
essas nao houve digestdo. Também ¢ possivel observar que elas apresentam uma banda com
tamanho menor que 200 pb, e algumas ainda apresentam uma banda maior que 500 pb.

Possivelmente essas bactérias possuem mais um sitio de restri¢ao para EcoRI na regido 16S.

52.6 ANALISE DA VARIABILIDADE POR SEQUENCIAMENTO DA REGIAO
GENICA 16S rRNA (DBT E DBC)

As amostras tratadas com solucao PBS e PBS e + 5% diesel foram sequenciadas, sendo
feita a analise dos dados.

Ao conduzir o teste de qualidade, todas as amostras da DBT obtiveram uma boa
qualidade das sequéncias (Tabela 9-10), permitindo a montagem dos contigs. No entanto, para
as amostras da DBC, notamos uma baixa qualidade de sequenciamento, sendo que apenas duas
amostras de DBC diesel (DBC D1 e DBC D5) apresentaram resultados satisfatérios (Tabela
11).

Tabela 9 — Resultado do sequenciamento da DBT PBS

Amostra Género identificado
S1 Paenibacillus
S2 Bacillus
S3 Enterobacter
S4 Clostridium
S5 Bacillus

Para estas amostras o resultado do blast apontou como identidade superior a 99% para
as amostras S1 e S4, para os géneros Peanibacillus e Clostridium. Para as amostras S2 e S5, a
identidade foi de 100% para o género Bacillus e para a amostra S3, identidade de 100% para o

género Enterobacter.

Tabela 10 — Resultado do sequenciamento da DBT diesel
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Amostra Género identificado
Dl Nao identificado
D2 Nao identificado
D3 Nao identificado
D4 Nao identificado
D5 Nao identificado

Para estas amostras ndo foi identificado nenhum dos géneros bacterianos, ou seja, as
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI nao chegaram a identificagdo de género e
espécie. Muitas das sequéncias depositadas sdo referentes a bactérias nao-cultivaveis do solo,
assim como as do presente estudo.

Mesmo obtendo altas porcentagens de identidade ndo se pode afirmar com certeza os
géneros, pois para inferir o género de uma bactéria com mais precisdo deve-se sequenciar outras
regides ou preferencialmente o genoma completo.

No resultado do blast, obteve-se uma identidade 100% para o género Bacillus para

ambas as amostras de DBC diesel.

Tabela 11 — Resultado do sequenciamento da DBC diesel.

Género
Amostra
identificado
D1 Bacillus
D5 Bacillus

Ainda para as amostras foi feito analise filogenética (Figura 14) utilizando o software

MEGA, onde foi obtido o resultado:

Figura 14 - Arvore filogenética das bactérias identificadas.
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Bacillus DBT S5
Bacillus DBC D5

L Bacillus DBT S2
— l— Paenibacillus DBT S1

Clostridium DBT S4

/—l— Nao identificado DBT D2
. Ndo identificado DBT D3

l Bacillus DBC D1

- . Enterobacter DBT S3
| Nido identificado DBT D4

\—E Ndo Ildl’:‘ﬂxf#?(:ﬂdﬂ DBT D1
Nao identificado DBT D5

0.050

Nota-se que ha dois grandes clados, o que mostra uma separagdo dos géneros,
evolutivamente, em algum momento. Para o primeiro clado (vermelho), o género Clostridium
encontra-se separado dos demais gé€neros, que formam um segundo clado. Ainda, este clado
subsequente (amarelo), mostra que o género Paenibacillus se separa do outro clado (azul)
formado, constituido pelas bactérias do género Bacillus, para as amostras DBC SD1 e SD2, e
das amostras DBT S2 e S5. Ja este novo clado ¢ separado em algum momento, onde o género
Bacillus das amostras DBC D1 e D2 e DBT S2, formam um clado entre si.

No segundo grande clado (verde), temos uma divisdo em dois grandes clados. O
primeiro (roxo), constituido pelas amostras DBT S3 e DBT D2 e D3, onde a DBT S3,
correspondente ao género Enterobacter se separa das demais. E interessante notar que apesar
de todas as amostras da DBT diesel (DBT D) ndo terem sido identificadas, estas t€ém relagdo
com este género de bactéria, mostrando que este grande clado tem um ancestral em comum.
Embora ndo conclusivos quanto a diversidade, estes resultados foram essenciais para confirmar

a viabilidade das bibliotecas obtidas para andlise por sequenciamento de NGS.

5.3 ANALISE DA VARIABILIDADE POR SEQUENCIAMENTO DA REGIAO GENICA
16S rRNA (DBT E DBC) POR NGS

A diversidade genética das bibliotecas de DNA obtidos (DBT-Total; DBT-PBS; e DBT-
D; DBC-PBS e DBC-D) foi determinada e os resultados apresentados nas figuras 15 e 16.
Observa-se que o efeito do diesel na diversidade bacteriana ¢ realmente evidenciado, por meio
das amostras analisadas. A diversidade bacteriana total feita sem tratamento apresenta uma

ampla diversidade de género. Destaca-se que preta compreende um grupo de géneros sub-
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representados, o que indica que ha um nimero muito maior de tdxons, porém com uma

frequéncia relativa bem menor.

Figura 15 — Gréaficos de barra da frequéncia relativa dos termos taxondmicos para o subgrupo

Graficos de barra da frequéncia relativa dos termos taxondmicos para o subgrupo
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Legenda: DBT-Total: referente ao solo sem tratamento; DBT-PBS; referente ao solo tratado com solu¢ao PBS; DBT-PBS-D:
refere-se ao solo tratado com solu¢do PBS e 5% de Diesel; DBC-PBS; referente amostra cultivada com meio LB; DBC-PBS-

D: refere-se a amostra cultivada com meio LB e 5% de Diesel,;

As amostras do solo tratadas com solucdo PBS e PBS + 5% de 6leo diesel (DBT-PBS e
DBT-PBS-D) confirmou que o diesel proporciona um efeito negativo sobre a diversidade, uma
vez que o sequenciamento apresentou uma redugdo de géneros, como observado na figura 13.
Quando se analisa o efeito sobre a diversidade bacteriana cultivavel (DBC-PBS e DBC-PBS-
D), a reducdo ¢ ainda maior, tendo em vista que a representacao dos géneros se limita a grupos
reduzidos, porém em frequéncias relativas maiores que as demais.

O género Acinetobacter foi o que apresentou uma ampla frequéncia relativa, o que
corrobora com outros trabalhos que destacam esse género como sendo um grupo de bactérias

que utilizam o diesel como fonte de carbono.

Figura 16 - Representacdo em grafos de variantes de sequéncia de amplicon (ASV’s) tinicas e

compartilhadas. Dados filtrados de acordo com a taxa de incidéncia e prevaléncia.
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Incidence=0.001: Prevalence=0.5: Subset=87.18%

Legenda: DBT-Total: referente ao solo sem tratamento; DBT-PBS; referente ao solo tratado com solu¢do PBS; DBT-PBS-D:
refere-se ao solo tratado com solu¢do PBS e 5% de Diesel; DBC-PBS; referente amostra cultivada com meio LB; DBC-PBS-

D: refere-se a amostra cultivada com meio LB ¢ 5% de Diesel;

A representacao dos grafos (Figura 16) confirma que o efeito do diesel € direto sobre a
diversidade, j& que se observa a diminui¢do na frequéncia relativa, a partir da presenga do
combustivel. Mesmo em se tratando de uma Unica amostra de solo, com os mais diversos
tratamentos, notou-se que a diminui¢do ¢ consequéncia do tempo de tratamento, mas que nada
interfere na confirmagao de que o combustivel gera uma selecao significativa sobre as linhagens

presentes no solo.

5.4 SELECAO DE BACTERIAS HIDROCARBONOCLASTICAS

As placas semeadas (diluidas em 107 a 10”) apresentaram uma diferenca quanto a
presenca do diesel, tal ocorréncia nos leva a associar que o combustivel, quando em contato
com algumas bactérias, t€ém um efeito de redu¢do no niimero de colonias. Observa-se, nas
imagens abaixo (figura 17), uma leve diferen¢a na quantidade de coldnias e que na placa DBC
com dilui¢do 10 (figura 17, letra B, & esquerda), ha a presenca de colonias com pigmentacio
diferente e que elas ndo se fazem na placa DBC-D, o que nos leva a crer que a presenga do
diesel possa ter acdo direta sobre esse morfotipo, uma vez que podem eliminar bactérias

sensiveis e enriquecer a densidade daquelas que possuem resisténcia a presenca do
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contaminante, bem como, com capacidade de degradacdo do dleo diesel. (figura 17, letra B, a

direita).

Figura 17: Efeito do 6leo diesel sobre a diversidade bacteriana de solo. Diluicdo10® DBC e

DBC-D (A); dilui¢do 10° DBC e DBC-D (B).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tal condicdo pode ser agressiva e inibitoria para o crescimento de algumas bactérias,
mas, a0 mesmo tempo, de grande relevancia uma vez que, mesmo na presenga do o6leo diesel,
temos a presenga de colonias que conseguem se ajustar as condi¢des ambientais e, até mesmo,
utilizar o diesel como uma fonte importante de carbono. Todavia, a presenca seletiva bactérias
deixa o ambiente fragilizado, ja que elas participam de importantes ciclagens de nutrientes no

solo.

Tabela 12: Contagem das UFC’s em 0,25 g de solo sob os tratamentos com solu¢do PBS e

PBS+5% de o6leo diesel.

Tratamento Bactérias presentes no solo
Solucio PBS 1,97 x 10'° UFC/g
PBS + 5% de diesel 1,39 x 10!1° UFC/g

Os resultados indicam uma leve alteracdo da presenca do diesel na diversidade
bacteriana, o que dé a entender que, mesmo diante de um certo impacto, o ambiente ainda utiliza
de mecanismos capazes de reverter a situacdo agressiva que ele sofre. Sendo assim, uma
exposi¢ao mais prolongada e com maior concentragao de diesel pode ser menos toleravel e mais

irreversivel aos seres presentes no solo.
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Para a identificacdo morfoldgica das bactérias, utilizamos a técnica de repique em placas
grid 50 (Figura 18), selecionando 100 colonias da DBC e distribuindo em duas placas contendo

meio LB/4agar. O mesmo procedimento serviu para as colonias da DBC-D.

Figura 18: Repique de placas grid 50 cultivadas em 24h. Colonias da DBC (P1 e P2); colonias
da DBC-D (P3 ¢ P4).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Apos o repique, fez-se entdo um pré-indculo de 3 coldnias de cada morfotipo, ao qual
foram cultivadas nos meios LB e BH (Figura 19). Observou-se a presenga de 8 morfotipos, €
em seguida, o teste de Gram das coldnias (Tabela 13) que cresceram nos respectivos meios foi
realizado, simultaneamente. As que apresentaram crescimento somente em um meio ou nao
apresentaram crescimento foram descartadas, devido ao fato de nao apresentar capacidade de

crescimento e preservacdo para futuros estudos.

Figura 19: 1- Colonias que cresceram em meio LB e meio BH/5% de 6leo diesel; 2 - Colonias
que cresceram em meio LB, mas ndo cresceram em meio BH; 3 - coldnias sem crescimento

bacteriano nos meios LB € BH (3).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Tabela 13: Caracterizagdo morfoldgica das coldnias isoladas.

Morfologia

Teste de Gram

Tamanho

Forma

Borda

Cor

Textura

Cl C28 S2 59 525 S26 S50 S66
Bacilo Bacilo  Cocobacilo  Bacilo  Cocos Bacilo Bacilo  Cocobacilo
+ - + + - - + -
Média Grande Média Média Pequena  Grande Grande Pequena
Irregular  Irregular  Irregular  Circular Circular  Irregular  Irregular Circular
Ondulada Ondulada  Ondulada Inteira  Inteira  Lobulada Lobulada  Ondulada
Amarela  Nio pig. Branca Nio pig. Amarela Vermelha  Nao pig. Bege
Rugosa Lisa Rugosa Lisa Rugosa  Rugosa Lisa Rugosa

A tabela consta das caracteristicas morfologicas das colonias, destacando que ha uma

distribui¢do equilibrada entre gram positivas e gram negativas. Quanto a morfologia, destaca-

se que os bacilos estdo em maior proporc¢ao, porém hd a presenca de cocos, como confirmado

na micrografia das colonias (Figura 20).

Figura 20: Micrografia das colonias que cresceram nos meios LB e BH + 5% de 6leo diesel.

- Col6nia S50; 8 - Colonia S66.

Legenda: 1 - Colonia C1; 2 — Coldnia C28; 3 — Colo

nia S2; 4 — Coldnia S9; 5 - Colonia S25; 6 - Coldnia S26; 7
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5.5 ANALISE DA DEGRADACAO DE DIESEL COM O INDICADOR DCPIP

Das 08 coldnias utilizadas no teste DCPIP, somente 04 apresentaram crescimento apds
48h. Isso foi critério de sele¢do para dar continuidade e notou-se que as coldnias S66, C1, S2 e
S50 apresentaram resultados bem diferentes do esperado, dando destaque para a S66, em que
estd representado também a curva de reduc¢do do indicador redox utilizado, como pode ser
observado na figura 21. Comparando visualmente os resultados ¢ possivel notar que a colonia
S66 apresenta um padrdao de descoloragdo (reducdo de DCPIP) mais elevado que os demais.
Nao foi verificado visualmente diferengas entre os consorcios entre as demais e o controle
abiotico.

Ainda observado a figura 21 ndo ¢ possivel fazer distingdo na descoloragdo apresentada
no controle utilizado, bem como também ndo ¢ possivel diferenciar esse controle do seu

correspondente nos tubos iniciais (Oh de cultivo).

Figura 21: Analise da degradagdo de diesel com indicador DCPIP.

Teste DCPIP
0,030
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0,020

0,015

OD 600 nm

0,010
0,005
0,000
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—_— e e e e

CONTROLE S66 Cl S50 s2
Legenda: A — Ensaio em escala piloto (Oh); B — Ensaio em escala piloto (5 dias). C - Curva de redug@o de DCPIP.
Controle (BH + DCPIP); S66, C1, S50, S2 — Respectivos colonias cultivadas em BH + Diesel + DCPIP.

O grafico com a curva de redugdo do indicador DCPIP (figura 21 C) mostra a colonia
S66 apresentando valores bem abaixo do controle, quanto as demais coldnias, os valores estao

variando entre o controle. Os valores mostrados indicam que o controle apresentou uma
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descolora¢ao natural ao longo do tempo de experimento, assim como as demais coldnias, exceto
a S66, que apresentou valores bem mais eficiente (0,16 nm/uL) em reduzir o DCPIP ¢ quase a
metade da descoloragdo natural que foi observada no controle (0,25 nm/uL). Podemos inferir,
portanto, que estd colonia pode apresentar uma capacidade em crescer no meio de cultivo
contendo diesel, e consequentemente degradar os hidrocarbonetos ali presentes. Testes
posteriores serdo realizados a fim de confirmar a capacidade das bactérias selecionadas em

degradar o 6leo diesel.

CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS PEDAGOGICAS PARA O
ENSINO MEDIO E EPT

5.6 RESULTADOS DA EXPERIENCIA COM O ENSINO MEDIO

A parte biotecnoldgica descrita no capitulo 1 foi fundamental para nortear os pontos
trabalhados com os alunos da educacgdo basica. Assim sendo, nossa atividade abordou uma
palestra sobre os combustiveis fosseis, bem como a microbiologia bésica e a biorremediacao.
Foi neste intuito que buscamos associar a temdtica do impacto do 6leo diesel na diversidade
bacteriana, em uma escola do ensino médio, onde o ensino de microbiologia esta cada vez mais

defasado.

Iniciamos nossa atividade com uma palestra (Figura 22), onde destacamos que os
microrganismos vao além do que causar doencas. Abordamos pontos como a estrutura basica
das bactérias, a morfologia bacteriana e, principalmente, esses seres como sendo remediadores

de locais contaminados por 6leo diesel

Figura 22: Palestra sobre os combustiveis fosseis, microbiologia e biorremediacdo para os

alunos do 3° ano do ensino médio (1 e 2).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Diante das abordagens que envolveram o ensino de microbiologia e a introdug@o deste
projeto no ambiente do ensino-extensdo, buscamos associar o tema do nosso trabalho na

palestra e nas atividades complementares que sao essenciais para a assimilagao de conteudo.

Figura 23: Aplica¢do do questiondrio utilizando a ferramenta PLICKERS (1 e 2); placas de
petri, bem isoladas e vedadas, contendo colonias de amostras do solo tratado com oleo diesel

(3) e com coldnias produtoras de pigmentos (4).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Em associagdo a palestra e questionario (PLICKERS), realizamos a aplicagdo de dois
jogos ludicos: O baralho das formas bacterianas (Figura 24), que compreende a mesma
jogabilidade das cartas, formando pares que remetem as imagens a caracteristica descrita. E de
se ressaltar que, por ser um jogo simples, sua aplica¢do pode ser feita para os alunos das demais

séries, desde que se tenha a abordagem dos assuntos (APENDICE V).

Figura 24: Estudantes jogando o baralho das formas bacterianas (1, 2, 3)
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E o jogo de tabuleiro (Figura 25) com o uso da tematica impacto do 6leo diesel na
diversidade bacteriana, foi elaborado a fim de criar uma relagdao da tematica com o avangar das
casas, submetendo desafios, ao longo do caminho, e que, correlacionando com nosso trabalho,
colocamos esses desafios como um impacto causado pelo derramamento do diesel (APENDICE

11).

Figura 25: Estudantes jogando o jogo de tabuleiro (1, 2, 3)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O primeiro questiondrio ¢ referente a tematica do nosso projeto, aplicado na escola, e

obtivemos os seguintes resultados:

Figura 26: Nossa pesquisa explorou sobre o tema "Impacto do 6leo diesel na diversidade
bacteriano do solo". Nesse sentido, como vocé avalia essa tematica?
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Dos 30 alunos que participaram da atividade, 77% responderam que a tematica era
otima. Isso nos leva a compreender o grau de importancia destes assuntos em sala de aula. 23%

dos alunos responderam como bom, uma vez que ha diversos aspectos que podem ser novos e
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confusos, ao mesmo tempo. Por fim, destacamos a positividade e importancia da tematica,

como algo inovador para a sociedade.

Figura 27: Nossa pesquisa explorou sobre o tema "Impacto do 6leo diesel na diversidade
bacteriano do solo". Sendo assim: Qual a relevancia das discussdes para sua formagao?
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O resultado nos mostra que para 73% dos alunos, o grau de relevancia foi considerado
otimo, ja que se trata de alunos do ensino médio, com nivel de compreensao e entendimento ja
consideraveis. 27% dos alunos participantes responderam como bom, e isso ainda destaca que,
mesmo com as afinidades nos assuntos, a relevancia das discussoes foi totalmente favoravel a

formacgao dos alunos.

Figura 28: Nossa pesquisa explorou sobre o tema "Impacto do 6leo diesel na diversidade
bacteriano do solo". A atividade introduziu novos conceitos a sua formacao?
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Para 73% dos alunos participantes, as atividades foram 6timas para a introducdo de

novos conceitos. Vale destacar que o ensino de microbiologia ¢ algo bem superficial e quando
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se inicia discussdes neste sentido, a expectativa ¢ sempre favoravel. 23% dos alunos

responderam como bom e apenas 3% responderam como regular.

Figura 29: Nossa pesquisa explorou sobre qual a importancia do tema para a formagao do
aluno?
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Para 83% dos alunos participantes, o tema foi 6timo para sua formagdo, ja que
introduziu novos conceitos, novas problematicas que podem ser solucionadas a partir da
biodegradacdo feita por bactérias. Além do mais, por se tratar de alunos do ensino médio,
muitos ainda se procuram no mercado e ter uma grande aceitacdo ¢ de crucial para a
implementag¢do dessas atividades nas escolas. 13% responderam como bom e, apenas 3%

responderam como regular.

Figura 30: O tema Impacto do 6leo diesel na diversidade bacteriano do solo teve sua avaliagao
geral.
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Quanto a avaliagdo geral da atividade, 93% dos alunos participantes classificaram como

otima. Isso ¢ de grande valor, pois € necessario tornar essas discussdes muito mais recorrentes
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e ter esse retorno dos alunos nos mostram que ha muito a se acrescentar, porém estamos no

caminho certo. 7% dos alunos classificaram como sendo bom.

E importante salientar que a aplicagdo de praticas educativas é fundamental para a
compreensdo de assuntos complexos e a falta de uma atividade experimental ¢ o grande
empecilho. Diversos fatores se somam a falta destas, tais como o tempo e a estrutura das
institui¢cdes de ensino, porém, quando se acrescenta essa rotina, € nitido o valor que os discentes

dao aos estudos e, principalmente, a sua formac¢ao académica.

Sendo assim, como segunda etapa da nossa atividade, os alunos que participaram das
atividades na escola, forma contemplados com um dia de visita aos laboratérios do Instituto de

ciéncias bioldgicas da UFAM.

Figura 31: Visita dos alunos participantes aos laboratorios de Biofisica: Aula de Pipetagem (1)

Instrumentagdo laboratorial (2, 3 e 4).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As visitas aos laboratérios acrescentaram essa amostragem cientifica que € quase
inexistente na vida dos alunos de educagdo basica, e isso faz com que eles presenciam as
atividades realizadas em um laboratorio, bem como participem na formulagdo de seus

conhecimentos cientificos acerca de qualquer temaética laboratorial.
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Figura 32: Visita dos alunos participantes aos laboratérios de Protedmica (1); Cultivo de

colonias bacterianas presentes em solo, seguindo a tematica do projeto (2);
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Ao final, os alunos responderam ao segundo questionario, referente a visita aos
laboratorios, bem como aos assuntos trabalhados nos espacos. As respostas foram positivas e

de grande valor para a sua continuidade.

Figura 33: Avaliacdo dos alunos quanto a apresentacao dos laboratorios.
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Dos 33 alunos participantes da visita, 79% classificaram como 6tima a apresentagdo dos

laboratérios e 21% classificaram como bom. Torna-se favoravel discutir a importancia da



64

alfabetizagdo cientifica, pois os resultados nos destacam que a ausé€ncia dessas estruturas ¢

sentida na formagao dos alunos.

Figura 34: Referente as aulas sobre vidrarias e Pipetagem.
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No Laboratorio de Biofisica, os alunos participaram de uma introdugdo sobre as
vidrarias e Pipetagem, e 94% dos alunos classificaram a aula como sendo 6tima, isso reflete na

importancia dessas discussdes e nas mostras dos materiais para os alunos.

Figura 35: Referente a metodologia aplicada no Laboratério de Biofisica.
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Sabe-se que a metodologia ¢ peca fundamental para a compreensao dos assuntos e,

diante disso, 91% dos alunos classificaram-na como sendo 6tima. Torna-se evidente o sucesso
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da atividade, ja que 6% classificaram como sendo boa e apenas 3% como regular, isso € crucial

para o entendimento do aluno.

Figura 36: Referente a aula de plaqueamento no laboratorio.
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No Laboratorio de Protedmica, os alunos participaram de uma aula sobre plaqueamento
e cultivo de bactérias. Assunto importante para a tematica do projeto e, dos 33 alunos
participantes, 79% classificou a atividade como sendo 6tima e 11% como sendo boa. Importante
destacar que, mesmo sendo um assunto simples, muitos ndo tiveram contato com placas de Petri
ou qualquer vidraria e quando se usa esses materiais, torna-se algo novo e muito significativo.

Sendo assim, podemos considerar o sucesso desta atividade.

Figura 37: Relevancia da atividade com o tema: O impacto do 6leo diesel na diversidade

bacteriana do solo.
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Vale ressaltar que esta atividade de plaqueamento ¢ simultanea ao que foi discutido nas
atividades feitas na escola. Sendo assim, 70% dos alunos classificaram como 6timo e 30%
classificaram como bom. Tais resultados mostram que estamos trilhando um caminho positivo,

quanto a esta tematica.

Figura 38: Referente a metodologia aplicada no Laboratério de Protedmica.
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Laboratério de Biofisica, entendemos que a resposta dos alunos quanto a metodologia aplicada
¢ fundamental aos nossos objetivos, ja que esta diretamente associada a compreensdo dos
discentes quanto a tematica. Logo, 91% dos alunos participantes classificaram a metodologia,
aplicada no Laboratério de Protedmica, como 6tima e 9% como sendo boa. Evidenciando assim,
que os resultados foram positivos quanto a sensibilizacdo dos alunos a respeito dos impactos

que o oleo diesel causa, quando descartado ou derramado de forma incorreta.

Figura 39: Introducdo de novos conceitos a partir das visitas aos laboratorios da Ufam.
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Quanto a avaliagcdo geral das nossas atividades nos laboratorios, 100% dos alunos
responderam que sim, foi importante pois formulou novos conceitos a respeito das praticas dos
laboratérios, bem como aos assuntos que foram abordados neste projeto e das atividades na

escola.

Figura 40: Quanto a motivagao dos alunos ao visitarem os laboratorios.
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A
motivac¢ao dos alunos € peca primordial para sua formagdo e visitar lugares onde a ciéncia
acontece, como os laboratorios, € algo novo e de altissima importancia. Sendo assim, 100% dos
alunos se sentiram motivados aos estudos, a busca por ensino superior ¢ a compreensdo da

tematica do projeto.

O material didatico ¢ pega fundamental na formagao dos alunos do ensino médio, sendo
assim, elaboramos uma cartilha, que foi publicada pela Editora da Universidade Federal do
Amazonas (EDUA/UFAM), para dar apoio aos estudos de microbiologia e compreender os

impactos dos combustiveis fosseis na diversidade bacteriana.

Figura 41: Material de apoio ao docente e discente do ensino médio, com a tematica do projeto
e uma introducdo aos principais pontos de abordagem do nosso trabalho.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Tal documento vem com a finalidade de apoiar o professor e o aluno, do ensino médio,
arespeito da problematica do diesel no solo. Na cartilha consta: 1 — Introducdo aos combustiveis
fosseis e seus impactos ao meio ambiente; 2 — Importancia e caracterizagdo das bactérias; 3 —
Estrutura celular bacteriana; 4 — Impactos do 6leo diesel na diversidade bacteriana; 5 —

Avaliagao da diversidade bacteriana.

6 DISCUSSAO

CAPITULO 1 - ANALISE DO EFEITO DE OLEO DIESEL SOBRE A DIVERSIDADE
BACTERIANA DE SOLO

Os resultados nos mostram que o diesel tem efeito direto sobre a diversidade bacteriana
do solo: diminuindo a quantidade de linhagens, mas também possibilitando uma nova dinamica
na diversidade. Os microrganismos degradadores de hidrocarbonetos encontram-se com
frequéncia no ambiente natural, e as liberagdes acidentais de hidrocarbonetos levam a um

enriquecimento seletivo in situ desses organismos (Marquez-Rochaet al., 2001).
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Os autores Hinchee e colaboradores (1995) mostraram que a biorremediagdo nao
prosseguiria substancialmente se a populagdo de microrganismos nativos que podem degradar
a contaminacao alvo fosse menor que 105 unidades formadoras de colonias (UFC g-1 do solo),
talvez por esses motivos, nao obtivemos tantas linhagens com possivel acao de degradacao do
diesel, mas vale ressaltar que o estudo € promissor e pode apresentar mais linhagens com perfil

biodegradador.

A fase de exposi¢ao inicial do solo a presenca dos hidrocarbonetos, pode indicar a
ocorréncia de efeito toxico do diesel sobre os microrganismos indigenas do solo (Hollender et
al., 2003; Labud et al., 2007; Montagnolli et al., 2015) ou uma baixa abundancia de populagdes
microbianas degradadoras de hidrocarbonetos. Tal fato se associa também aos processos de
aclimatagdo, onde a temperatura e a aeracao sao efeitos cruciais, em se tratando de um ambiente

artificial.

Essa exposicao apresentou uma diferenga na diversidade, onde a utilizagdo do solo
recém coletado nos proporciona uma maior informagao a respeito da diversidade bacteriana, e
isso € ponto de destaque em alguns trabalhos j4 feitos. Um desses ¢ confirmado pelos registros
de Herbes (1981), citado por Wilberg (2006), de que solos e microrganismos previamente
expostos a contaminantes possuem menor periodo de aclimatagdo do que aqueles sem prévia

exposicao., dando assim mais resultados a respeito dos processos de efeito dos hidrocarbonetos.

O sequenciamento nos destaca que a exposicao do solo a concentragdo de 5% de diesel
proporcionou um efeito direto na diversidade e o género Acinetobater foi aquele que apresentou
maior grau de relevancia na presenca do contaminante. Esse género ¢ amplamente citado na
literatura como potencial assimilador de hidrocarbonetos derivados de petroleo. Resultados
obtidos por Mishra e colaboradores apontam, também, a eficiéncia da Acinetobacter baumannii
como micro-organismo com grande potencial para biodegradacdo de hidrocarbonetos derivados

de petrdleo.

O filo Proteobacteria destacou-se nos dois tratamentos: com e sem diesel. Esse filo ¢
muito citado em diversos trabalhos, onde os estudos de diversidade bacteriana em solos de areas
nas quais nao ocorre interferéncia humana, mostram que este filo esta presente nas comunidades
bacterianas mais predominantes (Silveira et al. 2006). Resultados semelhantes podem ser
observados ao avaliar solos que apresentam historico de contaminagdo por hidrocarbonetos

(Wunsche et al. 1995; Ozaki et al 2006).
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O teste DCPIP apresentou a linhagem S66 como aquela que, possivelmente, utiliza o
diesel como fonte de carbono. Kubota e colaboradores (2008) destacam o principio deste teste
¢ que durante a oxidagdo microbiana dos hidrocarbonetos ocorre transferéncias de elétrons.
Assim, a presenca de aceptores de elétrons, como o DCPIP, no meio de cultura pode ser
utilizada para averiguar a presenca de microrganismos que usam hidrocarbonetos como
substrato, pela observa¢ao da mudanca de cor do 2,6-diclorofenol indofenol de azul (oxidado)

para incolor (reduzido).

Mesmo que alguns isolados nao apresentando uma curva de degradagdo do diesel, a
coldonia S66 foi a que melhor desempenhou a fungdo, podendo ser uma promissora linhagem
que atue na degradagdo dos hidrocarbonetos. Leal e colaboradores (2022) descreveram que a
rapida adaptacdo das bactérias ao meio contendo 6leo diesel pode ser relacionada a origem
destas linhagens, uma vez que essas foram isoladas de ambientes com historico de
contaminagdes por hidrocarbonetos de petroleo. Reforcam ainda que isso explicaria a auséncia
de efeito toxico do dleo diesel e a rapida adaptagdo metabdlica das bactérias para o catabolismo
de hidrocarbonetos. Desta forma, estes microrganismos podem ser considerados candidatos em

potencial para aplicagdo biotecnoldgica ao simplificar o processo de producao de indculo.

CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS PEDAGOGICAS PARA O
ENSINO MEDIO E EPT

O ensino de microbiologia, na educacao brasileira, estd predominantemente centrado na
identificacdo dos diversos grupos de microrganismos e suas respectivas doencas, abordando
apenas alguns virus, bactérias e protozoarios (Ministério da Educagado, 2018). E mesmo estando
presente na base curricular, a compreensdo dos estudantes, quando o assunto ¢ a microbiologia,
enfrenta desafios relacionados a estrutura pedagogica vigente. Um dos exemplos ¢ a
metodologia tradicional de ensino, que ¢ muito discutida quanto a sua eficacia real na

assimilag¢do de conceitos ou contetudos especificos (Armellini, 2021).

No ano de 2020, a pandemia que assolou o mundo, apresentou a necessidade de destacar
o estudo da microbiologia como ponto de entendimento ao que vivencidvamos € passamos a
adotar como postura, apos esse periodo. Para corroborar a essa afirmacao, Oliveira e
colaboradores (2024) destacam que a falta de compreensdo, nos campos da microbiologia,
levou a consequéncias graves, incluindo a disseminagdo de informacdes errdneas e medidas

ineficazes para conter a propagacao do virus, resultando em perdas humanas significativas.
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As inimeras mudangas decorrentes da implementagdo do novo ensino médio, o estudo
de microbiologia, na educagado basica, ficou prejudicada. Tal decorréncia se correlaciona com
a falta de materiais didaticos e, at¢ mesmo, da sua contemplagdo nas propostas curriculares
vigentes. Em 2009, Farias & Bandeira, observaram que o ensino de microbiologia ja enfrentava
desafios devido a abordagem tradicional, baseada em uma memorizagao e, ja comprovada em
muitos estudos, como sendo uma forma ineficaz de assimilacdio do conhecimento. Tal
ineficiéncia é destacada atualmente, com a auséncia de materiais e, até mesmo, com a retirada

dessa area, nos estudos de biologia.

As palestras e atividades realizadas na escola, entram em comum acordo com o que
relatam Pedrancini e colaboradores (2008) onde 14, eles enfatizavam que abordagens
educacionais que se limitam a transmitir conhecimento sem aplicabilidade e contexto, os
conceitos s30 meramente memorizados temporariamente; ou seja, a utilizagdo de recursos
visuais, experimentos praticos e abordagens interdisciplinares pode facilitar a compreensao dos
conceitos microbioldgicos, tornando-os mais acessiveis e relevantes para a vida cotidiana.

(OLIVEIRA, 2024).

E de se ressaltar que o processo de ensino aprendizagem ¢ constante e primordial para
a formag¢ao de um bom profissional, isso € o anseio de uma sociedade e do mercado de trabalho.
Somado a isso, a alfabetizacdo cientifica desempenha um papel crucial ao aproximar os
conteudos produzidos pela ciéncia tradicional, rompendo a barreira do mundo dos
pesquisadores e seus laboratdrios, como bem lembram os autores Oliveira e colaboradores
(2024). Eles destacam ainda que a ciéncia desempenha um papel essencial no desenvolvimento
de ideias, politicas publicas e na orienta¢do de sociedades como um todo. Esta profundamente
enraizada em todos os aspectos da vida humana. E evidente que um individuo desprovido de
conhecimentos cientificos fica vulnerdvel a falsas informacdes e discursos vazios que, em

grande escala, podem levar sociedades inteiras a decadéncia.

Observando a atengao dos alunos quanto as visitas aos laboratérios da UFAM, notou-
se uma grande aceitagdo quanto ao espago e, principalmente, nos assuntos abordados.
Comprovando com o que Damasceno (2016) ja relatava, onde o mesmo afirma que, durante o
processo de ensino de ciéncias, as instituicdes de ensino negligenciam a utilizagdo do
laboratorio por diversos motivos — falta de espago fisico, falta de tempo para o preparo de
materiais, auséncia de vidrarias € meios de cultura, profissionais habilitados para desenvolver

aulas praticas — esquecendo-se de que os laboratorios despertam no aluno seu senso
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investigativo, fazendo que ele reflita, julgue, colabore com o colega, seja mais participativo e

atento ao conteudo.

Ao mesmo tempo, ¢ importante destacar que a extensdao universitaria ¢ fundamental
pois, ao reconhecer o compromisso social que a Universidade deve ter, afirma-se que as agdes
devem ser participativas, de modo a permitir o compartilhamento de desafios e de alternativas,

para fomentar mudancas e democratizar o conhecimento (COELHO, 2014).
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados descritos neste trabalho conclui-se que o dleo diesel, mesmo
diante da sua importancia econdmica, apresenta impactos a diversidade bacteriana,

principalmente na manuten¢ao de linhagens que podem ser necessarias ao ambiente.

O cultivo bacteriano com a presenga de uma certa quantidade de diesel, apresentou um
efeito que, mesmo sendo pequeno, ¢ crucial para distinguir aquelas que tem uma possivel
resisténcia a toxicidade ou, at¢é mesmo, utilizar o combustivel como fonte importante de

carbono, o que pode, futuramente, descobrir nelas, um potencial efeito biodegradador.

Todos os resultados servem para ampliar as discussdes da importancia da microbiologia
em todas as esferas de ensino, uma vez que no ensino médio, esta area foi desconsiderada na
contemplag@o da proposta curricular do ensino médio. O interesse do aluno ¢ nitido e deve ser
levado em conta para que seja implementada novas alternativas que atendam a esse estudo tao

necessario e desafiador a alfabetizacao cientifica dos discentes.

O uso de metodologias ativas ¢ de grande valia e, somado ao uso de jogos ludicos, deixa
os assuntos de microbiologia bem mais atrativos e interessantes, proporcionando um novo olhar
a esta area que, antes, sO era vista como aquela que estudo doengas causados por bactérias,
fungos e virus, e agora, por aquela que pode se associar a produ¢do de medicamentos e

alimentos bem como a recuperagao ambiental.
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APENDICES

Apéndice I - Questionario para aplicacao pds-palestra (Plickers)

)

2)

3)

4

Microbiologia é o ramo da Biologia que estuda os microrganismos, como virus,
bactérias e fungos. Marque a alternativa correta, quando se fala sobre a diferenca que
podem ser observadas entre eles?

Virus ndo sdo seres caracterizados como parasitas intracelulares.

As bactérias e os fungos sdo microrganismos que fazem parte do Reino Monera.

Os virus sdo seres celulares

ac o

As bactérias sdo seres unicelulares e os fungos sdo seres uni ou pluricelulares

Sabemos que as bactérias possuem uma grande variedade de formas e modos de
vida, sendo que algumas vivem solitarias e outras formam colonias. Podemos
classificar as bactérias de acordo com seu formato e agrupamento. Marque a
alternativa que contém apenas formas de bactérias.

Cocos, espirilos e bacilos.

Cocos, vibrides e bacteridfagos.
Bacilos, cocos e flagelados.
Flagelados, ciliados e sarcodineos.

aoe o

As bactérias sdo seres vivos diversificados e que podem desempenhar diferentes
funcdes, como:

L. Participar de ciclos biogeoquimicos e, com isso, auxiliar na renovagdo de elementos
quimicos no ambiente.

1. Produzir alimentos.
111. Colaborar para o desenvolvimento da Biotecnologia e produgdo de medicamentos.

1V. Restaurar ambientes contaminados por meio da biorremediagdo no tratamento de
poluentes.

Estao corretas as afirmativas:

a. lell

b. llIelV

c. LIIelll

d. Todas as alternativas

4) As bactérias sao organismos que, apesar de estarem relacionadas com doencas nos

seres humanos, sio importantes para o planeta, uma vez que realizam decomposic¢ao.
Além disso, as bactérias possuem importancia economica. Sobre o tema, marque a
alternativa incorreta:

a. Algumas espécies de bactérias sdo utilizadas na fabrica¢ao de vinagre.

b. Existem bactérias que sdo utilizadas na fabricag¢do de iogurte.
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c. A toxina botulinica ¢ produzida por uma bactéria e ¢ utilizada para tratamentos estéticos.

d. Na area da saude, as bactérias sdo utilizadas exclusivamente como antibidticos.

5) As trés principais fontes de energia (petroleo, carvao mineral e gas natural) em todo

6)

7

8)

o mundo sdo combustiveis fosseis. Juntas, essas trés fontes correspondem a 80% de
todo o consumo mundial de energia.

Essa configuracio, a depender do critério de analise, pode ser considerada:

a. positiva, pois esses recursos sao abundantes e economicamente vantajosos para os
paises em desenvolvimento.

b. negativa, pois tais combustiveis sdo a principal forma de polui¢ao dos recursos
hidricos do planeta.

c. positiva, pois a substituicdo de outras fontes de energia por combustiveis favorece o
combate ao aquecimento global.

d. negativa, pois os combustiveis fosseis sdo altamente poluentes e apresentam uma
disponibilidade limitada.

“Constituido basicamente por hidrocarbonetos, o 6leo diesel ¢ um combustivel fossil
obtido através da destilacdo do petroleo. Essa substancia se encontra no estado fisico
liquido, com coloragdo amarelada, odor caracteristico, além de apresentar baixo teor toxico
e ser pouco inflamavel."

"Oleo Diesel" em: https://brasilescola.uol.com.br/geografia/diesel.htm

Quais sao os dois hidrocarbonetos que compoem o Oleo Diesel?

Carbono e hidrogénio.
Nitrogénio e hidrogénio.
Oxigénio e sais minerais.

a e o

Carbono e sedimentos.

O dleo diesel ¢ um dos principais tipos de combustivel usado para a geracio de energia
mecanica, principalmente nos motores diesel dos veiculos automotores, pois oferece
um maior rendimento e economia se comparado a gasolina convencional. Como ¢
obtido o dleo diesel?

a. A partir da destilacdo do petréleo bruto em refinarias petroliferas.

b. A partir da destilacdo do carvdo mineral em refinarias petroliferas.

c. A partir da destilagdo do etanol em refinarias petroliferas.

d. A partir da destilacdo do biodiesel em refinarias petroliferas.

Apesar de bastante eficiente, a intensa utilizacio do dleo diesel desencadeia varios
problemas ambientais. A queima desse combustivel libera gases poluentes na


https://brasilescola.uol.com.br/geografia/diesel.htm
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atmosfera e os acidentes com derramamento de 6leo. Como forma de mitigar esses
impactos, devemos adotar:

a. A implantacao de grandes usinas térmicas de eletricidade.
b. A acentuacdo do uso de recursos finitos de energia elétrica.
c. A substitui¢do por fontes menos poluentes, como a lenha.

d. A diminuicao de uso de automoveis com motor a combustio.

9) A biorremediacdo ¢ uma técnica que consiste da utilizacdo de organismos vivos,
sobretudo microrganismos, para degradar residuos ambientais. Com relacdao a
biorremediacao, assinale a alternativa INCORRETA:

a. E uma técnica utilizada para remediacio de depdsitos de lixo e solos contaminados
com compostos organicos semivolateis.

b. Esta técnica explora a capacidade dos microrganismos, especialmente de bactérias e
fungos, de degradar muitos tipos de residuos.

c. As condicdes ambientais tais como pH, temperatura e nivel de oxigénio nio interferem
no processo da biorremediacao.

d. Um exemplo de biodegradacdo ¢ a degradagdo de hidrocarbonetos aromaticos por
microrganismos do solo, quando a terra estd contaminada por gasolina ou petréleo.

10) Pesticidas sdo contaminantes ambientais altamente toxicos aos seres vivos e,
geralmente, com grande persisténcia ambiental. A busca por novas formas de
eliminacio dos pesticidas tem aumentado nos ultimos anos, uma vez que as técnicas
atuais sdo economicamente dispendiosas e paliativas. A biorremediacao de pesticidas
utilizando microrganismos tem se mostrado uma técnica muito promissora para essa
finalidade, por apresentar vantagens econémicas e ambientais.

Para ser utilizado nesta técnica promissora, um microrganismo deve ser capaz de

a. absorver o contaminante sem altera-lo quimicamente.
b. apresentar alta taxa de mutacao ao longo das geracdes.
c. estimular o sistema imunologico do homem contra o contaminante.

d. metabolizar o contaminante, liberando subprodutos menos toxicos ou atoxicos.




Apéndices II — Jogo de baralho das formas bacterianas - Frente
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Apéndice III — Jogo de Tabuleiro — Cartas (sorte e revés), Bonecos e Dados.

REVES

Vocé vio seu amigo
descartar 6leo no solo
e nio fez nada!

Volte 1 casas

\ J

REVES

Ocorren um
derramamento de dleo

proximo da sua casa.

Volte 2 casas

\ J

4 N

REVES

Um acidente
derramou uma grande
quantidade de Diesel

no solo

Volte 2 casas

./

REVES

Vocé brincou em um
solo contaminado e
ficou doente

Volte 1 cazas

\ J

REVES

Tinha um alimento
estrazado na geladeira
e vocé comen fudo

Volte 1 casas

./

REVES

Tinha um alimento
estrazado na geladeira
e vocé comen tudo

Volte 1 cazas

REVES

A meningite
bacteriana é um grave
problema de Saiide
Piblica

Volte 2 casas

; N

SORTE

O meio de cultura é
uma fonte nutricional
importante para o
crescimento bacteriano

Avance 1 casas

\ J

J
S

N

SORTE

Vocé preparou um
meio LB, que é um dos
principais meios
utilizados para cultive
bacteriano

\ Avance 1 casas /J

Apéndice III — Jogo de Tabuleiro — fundo
das cartas de sorte e revés, correspondente as casas.
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Apéndice IV — Questionarios de avaliacao das atividades na escola

™\ PROGRAMA EDUCACAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
¥ @I 1 PROEPT/FAPEAM

AVALIACAO DAS ATIVIDADES

Prezadofa). gostariamos de ter sua opinido sincera, contribuindo, assim. para o
seguimento dos nossos proximos cventos. Margue com um “X” a opglo que mais se
aproxima da sus opinido, scgundo a legenda:
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Apéndice IV — Questionarios de avalia¢ao das atividades nos laboratorios da UFAM

i UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM P LY
| | PEOCEAMA ENUCACAD PROFISSIONAL E TECNDLOGICA s ;
et PROEFT.TAFEAM :

AVALIACAO DAS ATIVIDADES

Prezadois), gostariamos de ter sua opinido sincera, contribuindo para o segnimento dos
noss0s proximos eventos. hlarque com w37 2 opolo gue maiz 52 aproxims dz sua
avaliardo sobre 23 atividades realizadss nos laboratorios de Biofizica & Protedrmica da

TUFAML zegundo 2 legenda:
- & & &
Otimo Bom Regular Ruim
1 - Scbhre a aFpresentacic dos & — Como vocé avalia 3 relevinciz desta
lzboratorios, qual sua avaliagdo? atividade a tematica do projeto (Tmpacto

do oleo diesel na diversidade bacteriana)
(&=)(&)(&)(e)

N (&) (&) (E)()
2 — Como wvoce avalia 2 zola zobre a3

vidrarias e Pipetagam? 7 = Como voc avalia a metodologia
aplicada no labarztdrio de Protedrnica?
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4-C & avaliz a metodologia . .
arE woee & . 4 —"Voce se santin mais motivado spos a
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Apéndice V — Protocolo das atividades realizadas no dia da visita aos laboratdrios

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS — UFAM
PROGRAMA FDUCACAD PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
PROEPT/FAPEAM — Edital n® 015/202

PEOTOCOLOS DE ATIVIDADES

Plagqueamento e cultivo bacterianc

0 zolo coletzdo devera ser imediztamente srmazenado em szcos plasticos com fecho
tipo Ziplack, tranzportados ate o laborastorio. Sera snmazenzdo em geladsira em
temperatora de 4 *C até o momeanto de uso.

Zem expozicdo 2o diesel. Ao solo (25mE) sera adicionado 1 mL da PES esteril. Esta
zeramantido 2 30°Cali0pmpor 16 ha20h

Com exposigio ao diezel Ao zolo (25mg) sera adicionzdo 1 mL de PES estaril
contendo oleo dissel na concentagdo de 10%. Este sera mantido a 30 °C/150 mpm
durante 20 b

Apds a3 20k A cultora bacteriana zera zeparadz do solo por decantagdo. Em segnida,
100 pL da cultura serdg utilizados para semeadura em meio LE/2gar 2 partir de dilnic3o
zerial. Az diluigdes zardo realizadas em meio de coltive.

Az diluicfes zerdp até 3 107 & 0s plagueamentos a partir d2 107, 10°%, 107, 10°®

iCada grapo ficara responsavel por fazer a pipetagem da respectiva diluicdo na placa
contando o meio &, posteriorments, o espalhaments utilizamdo 2 2lga de Didgslziar
Apds, as respectivas placzs serdo idemfificadas, datadas, isoladss com parafilm.
deixadas na esmfa bacteriologica ate o crescimentos bacteriano. (zpronimadaments 16k

Informacdes adicionais

LAPROT

¥* Bohipdo salina tamponada com fosfzto (PES) & uma solugdo isotdnica que avita
ruptura das células ou o enrugamento das cehilas devido 2 osmose e & uma
formlacio ndo toxica para sz calulas,
Composicio do PBS — 1,37 M de NaCl 27mM de ECL 100mM de NaHPOu:

18mMd da EH:POu

* Meio de colrz sdo imsumos preparsdos em lsborstorios que fomecem os
nuirieptes para o crescimento e desenvolvimento de microrzamismos (corno
bacterias e fimgos) fora do zau habitat nataral,

* Meio AzarTiacConkay - & um meio de culnra diferencizl e seletive utilizado
principalmente para a detecgio de microrganizmos Gram-negativos.
* Agar-zgar: Azents galificante que forma o meio s0lido.

&
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Apéndice V — Protocolo das atividades realizadas no dia da visita aos laboratdrios

PROGRAMA EDUCACAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA

() UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS — UFAM Y
&/ PROEPT/FAPEAM - Edital n® 0152022 i

UFAM

DESENHO EXPERIMENTAL
: . ’ $ Condigho 02
00 250 mq de solo

230 mg de solo 1mlL de solucdo PBS

1 luca
ml de solucio P8BS l 10% S dleo diesel
Diluicio senada
0,1mL

o[ 17 1
Diluigio Seriada | sa.:‘-:U UJ_ﬁ UJ"UJﬁ

10 107 107 104 10° 10¢

Solo em
Suspensdo L

10% 104 107 10+
> Placas comtendo
20 ml de Meio
de Cultura Sélido
Incubagbo
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Apéndice V — Protocolo das atividades realizadas no dia da visita aos laboratdrios

S UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
( )L PROGEAMA EDUCACAD PROFISSHSAL E TECROLOGICA
l-h'\-\...‘-,"r FROEFTFAPEAM

LIFAM

Oihjetives da aula

FROTOCOLO DE ATIVIDADES

Pritica 1- Instromentacdo laboratorkal

¢ (Conhoeor vidranas de laboraidrio, nomenclatura ¢ usos;

¢ Aprender a manusear corrctamenie as vidrarias;

Pgquisa,

1. Identificacdo de vidrarias. equipamentos e acessdrios de laboratdrio

Aprender a transfenr peguents volumes com precisio: tbenicas de pipolagem
Aprender sobre os principais EPls ¢ procedimentos ao utilizar laboratirios de

=

|

-
e —

-

s 1LY
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Apéndice V — Protocolo das atividades realizadas no dia da visita aos laboratdrios

by o PROGRAMA EDUCACAD PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
R FROEPT/FAPEAM
UFAM

@1 UNIVERSIDADE FEDERAL D) AMAZONAS - UFAM

PRATICA 2 - Noghes de pipetagem
2. Plpetagem
Procedimentos de Pipetagem
- Ao inbcio do experimento, verificar s as pipeias cstdo limpas ¢ livees de qualquer avana.
- Werificar a imegridade das péras.

- Atcndar para ndo aspirar solugdes para dentro da péra.

A wilvala A permite a enirada de ar
A wilvala § permite a succio do liguido

A wilvula E permite o descane do liguido

FROCEDIMENTO:

- Esvariar a pira, apenands simuliancamente a vilvala A ¢ o bulbo maior. Apds essa
ctapa, tirar o dodo da valvala A

- Inscrir a pigeta com cuidado ¢ semgre manter na posicdae VERTICAL.

- Mergulhar & pipeta na solucio ¢ apenar DEVAGAR a vilvula 5, para gue o liquido scja
aspirado

- Transfenr o liguidoe para outro recipicnie, apertando a valvula E.

- Em caso de volume residual, aperiar o buwlbse menos.



