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RESUMO

O pH é um conceito de extrema relevancia ndo apenas para quimica, mas para a vida.
Pensando nisso, protocolos experimentais e materiais de baixo custo foram
desenvolvidos possibilitando seu ensino de forma contextualizada, associando
principalmente com questdes ambientais e de saude. Equipamentos que realizam
medidas de pH, geralmente, apresentam um custo elevado, tornando dificil sua
aguisicdo por escolas publicas brasileiras, sem contar na falta de laboratério para
realizacdo de aulas préaticas. Com base nisso, construimos um pHmetro de baixo
custo que possui uma interface eletronica que faz uso de um amplificador operacional
para equiparacdo da impedéancia do multimetro digital com o eletrodo de vidro.
Experimentos piloto, mostraram como a variacdo de pH de um meio, afeta o
crescimento de bactérias gram-positiva e gram-negativa das espécies Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, respectivamente. Destes estudos, surgiu a ideia de
desenvolver uma experimentacdo de baixo custo, que utilizasse produtos acidos e
alcalinos encontrados no comeércio e meios de cultura caseiros. Em escolas da rede
publica com diferentes perfis, apresentamos aos alunos o pH de maneira
contextualizada, a dindmica consistiu na apresentacdo de uma aula expositiva curta
sobre pH, uma atividade experimental demonstrativa e a aplicacdo de questionarios
antes e depois da aula para avaliar se o ensino teve carater significativo para o
estudante. Todos o0s materiais desenvolvidos apresentaram resultados similares
quando comparados aos seus equivalentes comerciais. A analise dos questionarios
mostrou uma melhora significativa, cerca de 500%, na compreensao do conceito de
pH em relacdo aos prévios conhecimentos dos estudantes sobre o tema. Esta
proposta possibilita inser¢cées de aulas experimentais demonstrativas em escolas de
ensino béasico subfinanciadas.

Palavras-chave: Conceito de pH. Ensino formal e n&o-formal. Multidisciplinaridade.



ABSTRACT

The concept of pH is extremely relevant not only for chemistry, but for life. With that in
mind, experimental protocols and low-cost materials were developed enabling their
teaching in a contextualized way, associating mainly with environmental and health
issues. Generally, equipment that performs pH measures has a high cost, being
difficult its acquisition by Brazilian public schools, not to mention the lack of a laboratory
to carry out practical classes. Based on this, we built a low cost pH meter that has an
electronic interface that makes use of an operational amplifier to match the impedance
of the digital multimeter with the glass electrode. Pilot experiments, induced as pH
variation of a medium, effect of the growth of gram-positive and gram-negative bacteria
of the species Staphylococcus aureus and Escherichia coli, respectively. From these
studies, the idea arose to develop a low-cost experiment, which uses acid and alkaline
products found in commerce and homemade culture media. In public schools with
different profiles, we introduce students to pH in a contextualized way, the dynamics
consisted of the presentation of a short a lecture on pH for students in the classroom,
a demonstrative experimental activity and the application of questionnaires before and
after class to assess whether the teaching was meaningfulfor the student. All devices
and materials developed showed similar results when compared to their commercial
equivalents. The analysis of the questionnaires showed a significant improvement,
about 500%, in the understanding of the concept of pH in relation to the students'
previous knowledge on the subject. This proposal allows the insertion of demonstrative

experimental classes in underfunded basic schools.

Keywords: pH concept. Formal and non-formal teaching. Multidisciplinarity.
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1. INTRODUCAO

Segundo Klausmeier (1992), existem quatro niveis de classificacdo da
compreensao de um conceito: o concreto, a identidade, o classificatorio e o formal.
Assim, se os estudantes tém dificuldade em aplicar conhecimentos para resolver
problemas, eles ndo adquiriram um conceito formal sobre o assunto,
consequentemente, isto resultard numa capacidade limitada de intervencdo em seu

cotidiano.

Geralmente, os professores se preocupam que 0s alunos atinjam niveis
operacionais formais sobre um conceito. No entanto, esses alunos néo representam
a maioria da populacdo escolar (LAZAROWITZ; WITENOFF, 1990). Logo, é
necessario reestruturar a forma como um conceito é apresentado aos estudantes
numa classe de ensino basico, pois esta é extremamente heterogénea, e cada
estudante tem suas proprias aspiracées, desejos e interesses. Por conta disso, é de
extrema relevancia relacionar os assuntos com situac¢des do cotidiano da sociedade,

uma vez que, os alunos estéo inseridos nela.

O conhecimento fragmentado proporciona uma inteligéncia miope (JAPIASSU,
2006) e a “cirurgia refrativa” mais indicada para corrigir esse problema é a
interdisciplinaridade, permitindo o estudante enxergar com mais nitidez que o
conhecimento € interrelacionado. Porém, o maior desafio no pais, esta na formacéao
dos professores, pois na maioria das vezes, a Educagéo Superior segue um modelo
linear e fragmentador do conhecimento (SANTOS, 2008) o que acaba dificultando a

atuacdao interdisciplinar desses profissionais.

A proposta deste trabalho € desenvolver uma atividade experimental que
permita ensinar o conceito quimico de pH, de uma maneira formal e ndo-formal, tal
que, traga significados para os estudantes. Como estratégia para atingir este objetivo,
estudou-se como a variagdo de pH afeta a vida dos microrganismos e assim,
contextualizar a aprendizagem do conceito de pH com sua aplicagdo na higiene

humana e alimentar.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ensino de quimica

O ensino de quimica € um desafio no Brasil, devido a inimeros problemas. Um
dos problemas € o método de aprendizagem. O ensino dessa disciplina curricular
continua sendo exercido por meio de metodologias tradicionais, de forma
descontextualizada e sem a devida integracdo dos contetudos de outras disciplinas.
Isto causa um grande desinteresse pela disciplina de quimica na maioria dos
estudantes, pois ha uma grande dificuldade de ele relacionar o contetudo estudado
com sua utilidade em seu cotidiano (ROCHA; VASCONCELOQS, 2016).

Na tentativa de atenuar esse problema, o professor deve promover o
desenvolvimento do conhecimento técnico-cientifico, de um modo amplo e
contextualizado (NUNES e ADORNI, 2010). Para associar o conhecimento com o
cotidiano de interesse da sociedade € necessario que esse profissional esteja disposto

a atuar de forma interdisciplinar.

A proposta de ensino interdisciplinar (BRASIL, 1996) surgiu com a reforma do
ensino médio, a partir da Lei de Diretrizes e Bases da Educacédo (LDB-9.394/96). Os
Parametros Curriculares Nacionais para o Ensino Médio - PCNEM (BRASIL, 2000)
recomenda esse tipo de abordagem, pois existe uma preocupa¢ao em retirar o aluno
da condicdo de espectador passivo e transformar a aprendizagem de forma
significativa, na qual este aluno consiga desenvolver o conhecimento espontaneo em
direcdo ao conhecimento abstrato (LOPES, 2002). Desta maneira, nota-se um grande
distanciamento entre muitos professores e os Parametros Curriculares Nacionais -
PCN, o que prejudica a educacdo, pois esses parametros dao suporte para 0s
docentes organizar e planejar o trabalho de cada conteldo da grade curricular das
disciplinas, além de colaborar para a constru¢éo de uma relagdo mais efetiva.

Os PCNs sé&o pouco utilizados pelos profissionais da educagao, mas talvez o
problema tenha sido durante a formacao dos docentes, pois €, de extrema importancia
gue nesse processo sejam fornecidas condicbes para o desenvolvimento de sua
autonomia. Somente assim, os futuros docentes terdo um entendimento mais amplo

sobre esses parametros e terdo capacidade de intervir e decidir nos rumos que
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seguirdo para o desenvolvimento de sua prética. A responsabilidade de ser professor,
além do compromisso com a sociedade e deve preparar 0s alunos para se tornarem
cidad&os ativos em todos os momentos de sua vida (LIBANEO, 1994). A préatica
educativa ndo é apenas uma exigéncia da vida em sociedade, mas também o
processo de prover os individuos dos conhecimentos e experiéncias culturais que os
tornam aptos a atuar no meio social e a transforma-los em funcdo de necessidades
econdmicas, sociais e politicas da coletividade.

A contextualizacdo de um conteudo, leva em conta 0s prévios conhecimentos
dos estudantes, sendo um ganho para o docente, pois dentro de uma sala de aula, o
ato de ensinar e aprender é via de mao dupla, onde ambos interagem. Apesar de ndo
existir uma postura padrao de docente, muitos desses profissionais precisam refletir
acerca de suas atitudes, valorizando o aluno como um ser em formacéao, respeitando
e aproveitando suas experiéncias de vida para melhorar o processo de ensino-
aprendizagem (CARVALHO et al.,1999).

Segundo Luck (2013), o estabelecimento que trabalha de forma interdisciplinar,
provoca sobrecarga de trabalho, receio de errar, de perder privilégios e direitos
estabelecidos. O fato desta préatica pedagdgica ndo ser um ato frequente, implica no
rompimento de habitos e acomodacdes, buscando algo novo e desconhecido. Em
virtude da interdisciplinaridade ser uma profunda transformagéo no jeito de ensinar
(FAZENDA, 1979), esta possibilita ndo apenas aos alunos, mas também aos
professores um conhecimento globalizante, rompendo com as fronteiras das
disciplinas (GADOTTI, 2004).

Contudo, para ocorrer este rompimento, € necessaria uma reorganizacao das
estruturas da aprendizagem das ciéncias e, por consequéncia, das formas de
aprender e de ensinar (POMBO, 1993).

2.2. Implicacbes e dificuldades no ensino - aprendizagem de quimica

Os curriculos escolares seguem uma linearidade, em que se acredita que na
maioria dos casos € impossivel aprender determinado contetdo, sem antes conhecer
0 Seu precursor, porém, esse rigor na sequéncia dos topicos desenvolvidos parece
desnecessaria (MACHADO, 2003). Com esse posicionamento, abrem se espacos

para desenvolver projetos interdisciplinares, porém, muitos professores alegam
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apresentar dificuldades de exercé-la em fungéo de terem sido formado em uma visédo
positivista e fragmentada do conhecimento (KLEIMAN e MORAES, 1999).

Os principais obstaculos a serem superados para a implementacdo dessa
pratica inovadora nas salas de aula sdo a formacao universitaria, muito especifica dos
docentes, e a auséncia de espacos e tempos nas instituicdes para refletir, avaliar e
implantar inovagdes educativas (RIVAROSSA DE POLOP, 1999).

Uma outra questao enfrentada, para uma aprendizagem mais efetiva no ensino
de quimica, é o desinteresse dos alunos. Um dos motivos € a falta de atividades
experimentais que possam fazer uma conexao entre a teoria e a prética. E isto esta
relacionado a inexisténcia de um espaco fisico de laboratério e de equipamentos para
producdo de aulas praticas (QUEIROZ, 2014; GONCALVES; GALEAZZI, 2004;
SILVA; ZANON, 2000; HODSON,1994). Além disso, cabe acrescentar que as
dificuldades na aprendizagem também sdo devidas a perturbac¢fes ou distlurbios, de
origem psico-neurolégica, proprias ao individuo e que ocorrem ao longo do tempo
escolar (HAMMILL, 2000). Tais impedimentos podem ocorrer por meio de fatores
organicos ou emocionais. Na desmotivacdo do aprendizado é relevante descobrir a
origem do problema, isto €, se a desmotivacdo estd associada a fatores como
preguica, sono, depresséo, agitacdo, desordem, dentre outros, pois isto auxilia o
desenvolvimento do processo educativo (ROCHA; VASCONCELOQOS, 2016).

Para o0 sucesso no processo de ensino-aprendizagem de quimica a
experimentacdo torna-se essencial, uma vez que estimula o interesse dos alunos, a
curiosidade, além do espirito critico e a ndo aceitacdo de conhecimentos
simplesmente transferidos (FRANCISCO Jr. et al., 2008), podendo contribuir para a
ocorréncia da aprendizagem significativa (AUSUBEL, 1980).

Um laboratoério de ensino de quimica ndo requer equipamentos sofisticados, €
possivel montar aparelhos utilizando materiais acessiveis no comércio (SILVA e
MACHADO, 2008). Com base nisso, o0 professor ndo pode se limitar quanto ao uso
dos recursos didaticos, mesmo que a escola ndo ofereca toda estrutura necessaria
para proporcionar aulas diferenciadas e dinAmicas. Ainda hoje, a ferramenta mais
utilizada pelos docentes no ensino da disciplina, continua sendo os livros didaticos,
gue na maioria das vezes sao utilizados como a unica ferramenta de trabalho, que
auxiliam os educadores a organizarem suas ideias e proceder a exposi¢cao aos alunos
(LOBATO, 2007).
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Alguns autores como Goncalves et al. (2005) salientam que a realizacao de
pesquisas envolvendo professor e aluno, desenvolve o senso criativo e construtivo,

além de incentivar a leitura e o dialogo critico constante do aluno.

2.3. O uso datecnologia para auxiliar no ensino

A educacédo vem sofrendo diversas e profundas transformacfes, uma delas é
0 uso das tecnologias para auxiliar no processo de ensino. Como sabemos, o mundo
esta cada vez mais globalizado e refém das tecnologias, pois quase tudo ao nosso
redor faz uso delas. Um exemplo classico sdo 0s nossos telefones moveis e
televisores, que estdo cada vez mais modernos e sofisticados. Com o avanco desses
recursos e o uso da internet, muitas atividades que requeriam tempo para se realizar,
foram otimizadas, como por exemplo, por meio de um telefone celular, computador ou
tablet com internet, podemos fazer compras, pagamentos e conhecer o mundo sem
sair do lugar.

Ent&o, por que ndo aproveitar esse artificio para aplicar e melhorar o ensino ou
a educacédo de modo geral? Muitos trabalhos utilizam softwares para melhorar a
gualidade de ensino, como 0s programas empregados para ensino de matematica
(FARIAS, 2015). A utilizacdo desse recurso em aulas de matematica pode atingir
muitos objetivos, tais como: ser fonte de informacdao, auxiliar o processo de construcao
de conhecimentos, ampliar a autonomia do raciocinio, da reflexdo e da criacdo de
solugdes (GLADCHEFF, ZUFFI E SILVA, 2001). Cavalcante et al. (2017) utilizaram
softwares para ajudar a minimizar as dificuldades com leituras e os demais contetdos
da Lingua Portuguesa.

Do mesmo modo, Vieira, Meirelles e Rodrigues (2011) desenvolveram um
software para ser utilizado nas aulas praticas de quimica em nivel de ensino médio e
como um instrumento alternativo para articular teoria e experimentacdo, além de
tornar as aulas mais dindmicas. Entdo, uma das ferramentas que vem transformando
e facilitando muito o ensino séo os softwares educacionais.

Os softwares educacionais sdo desenvolvidos especificamente para serem
utilizados no ambito escolar. O uso desses softwares pode ser um artificio muito
importante para o desenvolvimento cognitivo de cada aluno, facilitando um trabalho

que se adapta a distintos ritmos de aprendizagens e permite que os educandos
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aprendam com seus erros (GLADCHEFF; ZUFFI; SILVA, 2001). A partir disso, torna-
se imprescindivel que os estudantes se adéquem a esse momento, uma vez que,
estes estdo sendo bombardeados com informacdes em varios canais de comunicacao
e 0 uso dessas tecnologias para 0 ensino o tornaria mais significativo (KREMER,
2010).

Existem softwares que né&o possuem um perfil educativo, mas podem ser
implementados na educacdo, como o Fritzing. Este software permite o design de
protétipos eletronicos para futuramente ser construido um circuito mais permanente
com uma Placa de Circuito Impresso, PCl. Fernandes; Hartmann; Dorneles (2014)
desenvolveram uma sequéncia didatica com arduino utilizando o software para
ensinar eletricidade. Esse software foi empregado para desenvolvimento do desenho

do circuito eletrénico do pHmetro de baixo custo.

2.3.1. Confeccéo de Placas de Circuito Impresso, PCls, em equipamentos
eletronicos

Em 1904, o fisico John Ambrose Fleming inventou as valvulas termidnicas
(XAVIER, 2005), sendo um enorme marco para o inicio da eletronica, pois foram os
primeiros diodos criados, que possibilitaram a invencado de muitos equipamentos e 0
desenvolvimento de outros dispositivos eletronicos (ABREU; FREITAS, 2017).

A eletrdnica teve outro marco, em 1925 surgia a expressao “circuito impresso”,
que teve sua origem quando o americano Charles Ducas patenteou o método que
empregava a deposi¢cdo de tinta condutiva sobre uma superficie isolante (MEHL,
2011). Mas foi em 1936, com outro método patenteado, dessa vez pelo engenheiro
austriaco Paul Eisler, que a producdo de Placas de Circuito Impresso (PCI) se
difundiu, onde existe a corrosao quimica da placa para criacdo de trilhas condutivas,
sendo bastante empregadas na Segunda Guerra Mundial na confeccdo de
equipamentos de radio (MEHL, 2011).

Na industria de eletrénicos, uma parte indispensavel € a criacdo de PClIs (LIU
et al., 2014). Sua producao varia entre técnicas simples, como desenho manual, ou
seja, desenhar o circuito eletrdnico diretamente na placa de cobre com caneta
permanente (MEHL, 2011); a transferéncia, que consiste na transferéncia térmica, da
mascara para a placa (MARTINS, 2017); a serigrafia com o uso de tintas condutivas
(KUGLER, 2004) ou métodos fotograficos, usando fotoresiste (BRANSON et al., 2000;
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OU et al., 2014). Contudo, o modelo mais simples ndo envolve a etapa de corrosao
quimica, consiste no uso de diversas brocas e fresas para criacdo do desenho do
circuito diretamente na placa pela remogdo mecéanica da camada de cobre (LAZARO;
SUMAR, 2017).

Em escala industrial, as técnicas sdo mais complexas, sendo produzidas por
empresas especializadas ou com auxilio de equipamentos de altissima tecnologia.
Essas maquinas sdo capazes de produzir PCls com trilhas cada vez mais finas e
precisas (RODRIGUES; LIMA; SILVA, 2008), resultando em circuitos eletrénicos
miniaturizados associados ao aparecimento dos transistores e dos circuitos integrados
(VEIT, 2005). Na maioria das vezes esses processos apresentam custos elevados e
uma alternativa € o desenvolvimento de técnicas de baixo custo (BRANSON et al,
2000; OU et al., 2014; GIMENEZ; YANEZ-LIMON; SEMINARIO, 2010; ARACIL, et al.
2015).

Na maioria das vezes, para o desenvolvimento de PCls sdo necessarios a
utilizacdo de softwares tipo o Computer-Aided Design (CAD), pois 0s projetos sao
desenhados e editados de acordo com a finalidade da impressdao (RODRIGUES;
LIMA; SILVA, 2008).

Atualmente tem-se notado um aumento no numero de artigos relacionados a
técnicas de producdo de PCls usando o papel como substrato (GIMENEZ; YANEZ-
LIMON; SEMINARIO, 2010; ZHENG et al. 2013; HAN et al. 2015), principalmente
depois da descoberta do grafeno (KURRA; KULKARNI, 2013). Outra técnica
considerada intermediaria para producéo de PCls, de uma Unica face ou dupla face,
consiste no revestimento na placa de cobre com um filme fotografico, chamado de dry
film, que sofre exposicdo em luz ultravioleta (UV) e segue para etapa de corroséo

guimica, mais detalhes dessa técnica a ser descrita no item 4.1.2.

2.4. O conceito de pH no ensino bésico

Em 1909, ao estudar a influéncia da acidez de reacdes enzimaticas, Sgrensen
desenvolveu a definicdo de pH, ao perceber que mudancas na magnitude da
concentracéo de ions de hidrogénio afetavam em ordem exponencial essas reagdes.
Sendo assim, pH foi expresso em termos de concentracdo molar de ions hidrogénio,

de acordo com a equacao 1.
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pH=-log [H'] (1)

A aplicacdo do conceito matematico de logaritmo foi atribuido para produzir
uma escala mais simples de medi¢éo de acidez e alcalinidade (SORENSEN,1909).
Um conceito equivocado sobre o significado do pequeno p em pH foi promovido por
meio de livros didaticos (NORBY, 2000), na tentativa de didatizar o pequeno p,
atribuiram um significado de pH como sendo “Potencial de Hidrogenibnico”. Mas,
Sgrensen (1909) usou a letra p e g e o simbolo H para designar a concentragéo molar
de ions de hidrogénio, como uma variavel matematica. Devido ao uso dessas
variaveis matematicas incomuns, em vez de X e Yy, surgiram equivocos sobre o
significado do pequeno p (NGRBY, 2000). Frequentemente, alguns cientistas
expressam a concentracdo de uma espécie em termos de p-funcdo ou p-valor.
Sendo este p-valor o logaritmo negativo (na base 10) da concentracdo molar da
espécie (SKOOG, 2006).

Assim, para a espécie X, temos a equacao 2.

pX=-log [X] (2)

A definicdo de pH (equacéo 1) por Sgrensen apresenta limitacdes e € funcional
apenas para solu¢cdes muito diluidas de ions de hidrogénio. Essa equacdo 1
aparentemente gera controvérsias, quando aplicada em célculo teérico e comparado
com as medidas experimentais, pois frequentemente apresentam valores diferentes
(BURTON, 2007). Hawkes (1994) descreve que o professor de quimica ao ensinar
métodos de célculo de pH cujas respostas diferem dos dados experimentais, causa

muita confuséo nos alunos (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacéo entre valores de pH de solu¢des &cidas

Solugao pH
Calculado Experimental
HCI 0,1 mol L? 1,0 1.1
0,01 mol L'*HCIl em 5 mol kg de LiCl 2,0 0,8

Fonte: HAWKES, 1994.



22

Portanto, uma declaracdo incorreta desse tema com base em simples calculos
de logaritmos gera equivocos na compreensao do conceito de pH. Essa discrepancia
nao pode ser justificada por erros no preparo dos tampdes de calibracdo, controle da
temperatura ou até mesmo a calibracdo do pHmetro. Controlar essas variaveis séo
importantes, mas isso ndo é justificativa, pois o problema estd na equacdo de
Sgrensen que é simplificada, ela ndo leva em consideragéo o efeito da forgca ibnica do
meio e negligencia a atividade molar dos ions hidrogénio em calculos de pH. A
atividade, ou concentracao efetiva, de uma espécie X depende da for¢a ibnica do meio

e é definida na equacéo 3.

a x=[X] vx €))

Onde, a x € a atividade da espécie X, [X], a sua concentracdo molar e yx € uma
grandeza adimensional chamada coeficiente de atividade (SKOOG, 2006).

Uma atividade comum no ensino médio ou mesmo na universidade é realizar
leituras de pH de muitos liquidos. Os alunos fazem essas medidas com fitas de pH
(KIM, 2008), sendo comum contextualizar o ensino de pH usando indicadores naturais
gue contém antocianinas. Extratos vegetais contendo antocianinas mudam de cor
sob diferentes condigcbes de pH (KANDA et al., 1995), sendo os mais utilizados,
agueles obtidos da beterraba e do repolho roxo (CUCHINSKI; CAETANO;
DRAGUNSKI, 2010; DE AQUINO et al., 2016).

Essa é uma atividade pratica bastante antiga, sendo introduzida no século XVII
por Robert Boyle (BOYLE,1972; BANYAI,1972). No entanto, esse tipo de proposta
nao contextualiza o conceito de pH com sua aplicacdo préatica e a maioria dos alunos
do ensino médio, que ndo cursardao faculdades de quimica, ndo veem nenhuma
importancia no conhecimento do conceito de pH.

Assim, uma reestruturacdo na forma como o conceito de pH é apresentada aos
estudantes pelo professor é de grande relevancia. Uma estratégia € vincular o
conceito de pH a problemas ambientais ou de saude, permitindo que os individuos
adotem praticas mais saudaveis.

A agua doce, por exemplo, deve ter um pH entre 6 e 9 para ser adequada a
vida aquatica. Embora algumas espécies aquaticas sejam mais resistentes do que

outras a mudancas de pH da &gua de um rio, valores extremos de pH podem causar
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a morte de peixes e macroinvertebrados (HOLDEN, 2014; FONDRIEST
ENVIRONMENTAL, 2013).

O sistema digestivo do ser humano é mais tolerante a niveis de pH entre 4 e
11, faixa em que provoca minima irritacdo gastrointestinal (FONDRIEST
ENVIRONMENTAL, 2013). Por outro lado, a intoxicacdo alimentar é um grave
problema de saude em criancas e idosos, causados pela ingestdo de alimentos ou
agua contaminados por microrganismos. Os microrganismos também sdo afetados
pelo pH. Quando Heinz desenvolveu seu famoso ketchup de tomate, ele usou um
conservante natural, o vinagre (BUTLER, 2012), que inibe a proliferacdo de
microrganismos (LEVINE; FELLERS, 1940).

O ser humano também possui um sistema tampéo que regula o pH do sangue,
cuja alteracdes provocam acidose ou alcalose, que causam danos irreversiveis as
células (PORTO; BRANCO; OLIVEIRA, 2005).

2.5. Efeitos do pH no crescimento microbiano

Fatores como temperatura, pH, osmolaridade e o oxigénio afetam o
crescimento de microrganismos. O pH, apresenta uma escala de 0 a 14, sendo a
acidez expressa por valores inferiores a 7 e alcalinidade por valores superiores a 7 e
pH 7 representa a neutralidade. A maioria dos ambientes naturais apresenta valores
de pH entre 3 e 9, e 0s organismos cujos valores 6timos situam-se nessa faixa sao 0s
mais comuns, pois cada microrganismo possui um pH 6timo para seu crescimento
(MADIGAN et. al, 2016).

O ramo da biologia que estuda os seres que néo podem ser vistos a “olho nu”,
€ a microbiologia. Essa ciéncia foi impulsionada com a invencdo do microscopio pelo
holandés Anton Van Leeuwenhoek e, posteriormente, por Robert Hooke. Esses
pioneiros, ao fazerem observacfes detalhadas de células animais e vegetais,
descobriram o mundo dos microrganismos (KRUIF, 1986), e com base em suas
observacdes, se desenhou a morfologia das bactérias, protozoarios e outros
microrganismos (CHO; BLASER, 2012; TURNBAUGH et al., 2007).

Os microrganismos sdo encontrados no meio ambiente, podendo ser utilizados
no saneamento basico e ambiental, outros participam dos ciclos naturais no planeta;

na fabricacdo de alimentos, cosméticos e farmacos, além de terem participacao direta
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na terapia génica para tratamento de doengas (JACOBUCCI; JACOBUCCI, 2009;
LOPES, 1998; PRADO; TEODORO; KHOURI, 2004). Por outro lado, alguns tipos de
microrganismos também podem ser encontrados no corpo humano. O termo
microbioma ou microbiota é empregado para definir a comunidade ecologica de
microrganismos que funciona como um determinante da salude e da doenca de um
individuo (CONSORTIUM HMP, 2012).

Microrganismos sdo protagonistas de muitas doencas, dentre elas podemos
citar a dengue, candidiase, variola, hanseniase, coronavirus e outras. Contudo, a
maioria dos microrganismos que habitam o corpo humano ndo provocam doencas,
muito pelo contrario, desempenham func¢des importantes para o hospedeiro, tais
como: auxilio na digestdo dos alimentos, induzem a producao de vitaminas, protecao
do hospedeiro contra microrganismos patogénicos (FAUST et al., 2012; MURRAY,
2000; WEBER; POLANCO, 2012).

O contetdo de microbiologia € muito interessante para o ensino, pois oferece
aos alunos uma visdo ampla dos microrganismos e pode ser contextualizado com a
importancia para a saude humana e manutencao do equilibrio ecol6gico, além das
diversas aplicacdes e beneficios tanto individuais quanto coletivos (MADIGAN,
MARTINKO E PARKER, 2004; PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997).

As bactérias sdo organismos relativamente simples, unicelulares e o material
genético ndo é envolto por membranas, por isso sdo classificadas como seres
procariontes. Apresentam diversas formas, tais como: bacilos, cocos, estrelas e
espirilos, podendo ser autotréficas ou heterotroficas (TORTORA; FUNKE; CASE,
2005). Alguns estudiosos acreditam que as bactérias estdo presentes em todos os
ambientes, dos mais simples aos mais extremos e complexos, e foram os primeiros
seres a habitar o planeta Terra (BOSSOLAN, 2002; MADIGAN et al.,, 2010;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2005; TRABULSI; ARLTEHUM, 2005).

Com o desenvolvimento das técnicas de coloragdo de Gram foi possivel
classificar as bactérias em Gram-positivas ou Gram-negativas, de acordo com suas
caracteristicas sob 0 microscépio e a relativa resisténcia ao descoramento pelo alcool
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

As bactérias Gram-positivas, possuem polimeros de glicerol e ribitol fosfato que
carregados negativamente auxiliam no transporte de ions positivos. Neste tipo de
bactéria, a maior parte da parede celular € composta de um peptideoglicano,

tornando-a mais espessa e resistente. As bactérias Gram-negativas, a parede celular
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é relativamente fina e mais complexa, envoltas por uma membrana externa
lipopolissacaridica

Devido a pouco espessura, a membrana celular funciona como um tipo de
peneira molecular. Na camada externa existem canais de difusdo formados por
proteinas especiais, chamadas porinas, que permite a passagem das moléculas
(BROOKS et al, 1998; BROCK, 1997).

2.5.1. Escherichia coli

A Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e sdo bastonetes
Gram-negativos ndo esporulados, contendo flagelos peritriquios (LERNER; LERNER,
2003; ESLAVA et al., 2003). Sdo microrganismos anaerobios facultativos e comuns
no trato gastrointestinal humano e de outros animais de sangue quente (JAY, 2000;
ESLAVA et al., 2003). N&ao representam perigo para o seu hospedeiro, mas algumas
estirpes podem ser patogénicas, sendo responsaveis por diarreias em criangas,
septicemia, meningite neonatal, infeccées do trato urinario (GORCHEV; OZOLINS,
2011), pneumonia e gastroenterite, embora muitas destas infec¢cdes sejam
assintomaticas (ESLAVA et al., 2003; LERNER; LERNER, 2003).

2.5.2. Staphylococcus aureus

As Staphylococcus aureus sdo pertencentes a familia Micrococcae e séo
cocos Gram-positivos que geralmente se apresentam nao encapsulados (SANTOS et
al., 2007). Podem ser encontradas na flora natural da pele sem causar doencas,
porém podem se tornar patogénicas quando ocorre a ruptura da pele e/ou
comprometimento imunologico (GELATTI et al., 2009).

As infecgbes por S. aureus representam 20% das infecgbes bacterianas
humanas e 30% dos casos de infec¢cdes hospitalares, nas quais, 0s pacientes,
funcionarios e o proprio ambiente sdo considerados como potenciais reservatorios
(MUNDIM et al., 2003). Além disso, esses microrganismos tém a capacidade de
desenvolver rapidamente resisténcia a antibioticos, como o meticilina (GELATTI et al.,
2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Ensinar os conceitos de pH de forma contextualizada relacionando-o com
situagbes cotidianas e outras areas afins do conhecimento, e implementar uma

atividade experimental de pH de baixo custo.

3.2. Especificos

o Desenvolver um aparelho “caseiro” para medidas de pH para aulas praticas de
quimica, usando um multimetro de eletricista associado com uma interface
eletrénica e um eletrodo de vidro.

e« Ampliar as habilidades dos estudantes na construcdo e interpretacdo de
graficos e tabelas, associando com a construcdo de curvas de calibracdo e
principios mateméaticos de funcdo de primeiro grau e interpolacdo para medir
valores desconhecidos de pH de substancias usuais do cotidiano;

e Mostrar como a variacdo de pH afeta a vida, em especial de bactérias do tipo

Gram positivo e Gram negativo a partir de diferentes métodos de semeadura;

o Implementar experimentos de microbiologia com meio de cultura “caseiro” e
acessiveis de serem realizados em escolas com poucos recursos financeiros e de

infraestrutura.
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4. METODOLOGIA

Para o ensino contextualizado de pH, foram desenvolvidas trés propostas:
1. Medidas de pH usando um aparelho de baixo custo;

2. Efeito da variacdo do pH na vida de microrganismos;

3. Experimento microbiolégico com meio de cultura “caseiro”.

4.1. Construcao de um aparelho para leituras de pH

A construcao de um pHmetro de baixo custo para o ensino de quimica ocorreu
em 3 etapas: i) criacdo do layout do circuito eletrbnico por meio de software; ii)
impressao do layout; iii) a producdo do PCI utilizando da técnica de fotolitografia e a

montagem do aparelho. Essas etapas sao descritas a seguir.

4.1.1. Criacdo do projeto no Fritzing

Primeiramente, para criacdo de projetos no Fritzing, que é um software livre, é
necessario realizar um registro gratuito, depois fazer o Login, e seguir 0s passos

abaixo.

4.1.1.1. MODO “PROTOBOARD”- Adicionando os componentes

Na aba de pesquisa, foram localizados 0os componentes necessarios para 0
desenvolvimento do projeto de acordo com a Figura 1. Apds encontrado cada
componente, os mesmos foram selecionados e arrastados para a area onde se
encontra o protoboard. Para ligar os componentes na matriz de contatos (furos no
protoboard), basta arrasta-los para cima dela e posicionar 0s conectores em cima dos

furos.
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Figura 1 - Pesquisa dos componentes no Fritzing.
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Fonte: Autora, 2017.

Para fazer as ligac6es com fios é necessario clicar no terminal do componente
e arrastar até o ponto em que deseja liga-lo, depois basta ajustar o fio. Para melhorar
a visualizacao, as cores dos fios podem ser alteradas clicando sobre eles com o botdo

direito e selecionando a op¢ao conforme mostra a Figura 2.

Figura 2- Mudanca da cor dos fios no Fritzing.
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Fonte: Autora, 2017.
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O prototipo do pH-multimetro projetado virtualmente no Fritzing est4 apresentado na
Figura 3.

Figura 3 - Prot6tipo do circuito do pHmetro.

Fonte: Autora, 2017.

4.1.1.2. MODO ESQUEMATICO

Ao serem adicionados 0s componentes no protoboard e liga-los,
automaticamente eles sdo representados pelos simbolos eletrdnicos de cada

componente no modo esquematico conforme a Figura 4.

Figura 4 - Representa¢do do circuito pela simbologia dos componentes.
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Fonte: Os autores, 2017.
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41.1.3. MODO PCB

Da mesma maneira que ocorre no modo esquematico, no modo PCB os
componentes também s&o adicionados automaticamente. A imagem gerada € uma
projecdo de como ficara o circuito impresso. Em propriedades, foi ajustado a dimensao
da placa para 2,5 cm de comprimento x 2,5 cm de largura de tal maneira que sobre a
placa ficou apenas o Op Amp e, os pontos de flexdo dos demais componentes foram

transformados em vias, conforme a Figura 5.

Figura 5 - Convertendo os pontos de flexdo para via.
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Fonte: Autora, 2017.

Por fim, a imagem é exportada no formato PDF ou JPEG como mostra a Figura
6. Com o auxilio do software Libre Office Draw a imagem pode ser editada, espelhada

e criado o seu negativo, como mostra a Figura 7.

O layout foi impresso num papel A4 em uma impressora LASER. Depois de
impresso, essa “mascara” (fotolito) foi utilizada na técnica de fotolitografia para

confeccgéo do circuito na placa de cobre.

Figura 6 - Layout do circuito Figura 7 - Edicdo do CAD no Libre Office Draw.
g
ks
*-®

@Ic?.’a

Fonte: Autora, 2017. Fonte: Autora, 2017.
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4.1.2. Producao de PCI através da técnica de fotolitografia

A fotolitografia foi a técnica empregada para a transferéncia do circuito
eletrénico projetado para a placa de PCI. A 12 etapa é a aplicacdo de um mondémero
fotossensivel (dry film) sobre a placa de PCl. Um pedacgo de dry film é imerso em uma
solucdo de detergente (0,5%) e aderido ao PCl pela tensdo superficial.
Posteriormente, o conjunto PCI-dry film é levado a estufa para a evaporacao da agua.
Em seguida, o fotolito contendo o desenho do circuito € posicionado sobre a superficie
cobreada da placa contendo o dry film e exposto em radiag&o ultravioleta (UV) por 13
minutos. Apés esse tempo, tem-se a transferéncia do desenho para a placa como
podemos observar na Figura 8. O dry film empregado é um fotoresiste negativo, isto
€, a regido exposta a radiacao ultravioleta se polimeriza, enquanto que a regido nao

exposta a luz é soltvel em solugfes alcalinas.

Apos a remocéao do dry film ndo exposto a radiacao UV, a placa de cobre passa

pelo processo de corrosdo quimica com solucéo de perssulfato de aménia 1 M.

Figura 8 - Esquema do processo de fotolitografia para criagdo do circuito do pHmetro.
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Fonte: Autora, 2020.
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4.1.3. Soldagem dos componentes na placa de cobre e montagem do medidor
de pH

Na montagem do aparelho para medida de pH, a superficie cobreada da placa
de fenolite fica virada para baixo como observado na Figura 9. O circuito eletrdnico foi
projetado com base em trabalhos anteriores com algumas modificagbes (HARRIS;
HARRIS, 1992; COSTA; FERNANDES, 2019). O amplificador operacional de
ultrabaixo consumo de energia, codigo LMC6041 (NATIONAL SEMICONDUCTOR,
2000), foi empregado na interface eletrbnica, e € o0 Unico componente soldado
diretamente na placa, os demais séao fios de ligagéo aos conectores de baterias, BNC
e Jack J2 Estéreo. Para evitar oxidagao da superficie cobreada do fenolite, a mesma
recebeu uma camada de tinta primer e, para dar mais estabilidade ao circuito, o
mesmo foi fixado em cima de um pedacgo de isopor com espacos laterais para encaixar
as baterias de 9V. Por fim, tudo foi organizado dentro de uma caixa plastica com
tampa. Nas laterais mais estreitas da caixa, como mostra a Figura 10, tem duas
entradas, uma para a conexao do eletrodo de vidro, e outra para o multimetro de
eletricista.

Figura 9 - Circuito montado. Figura 10 - Entradas laterais na caixa. A. Entrada para

0 conector Jack; B. Entrada para conectar o BNC do
eletrodo de vidro.

Fonte: Autora, 2019.

Fonte: Autora, 2019.

Para conectar ao multimetro, foi confeccionado um cabo de 15 cm, onde uma
extremidade possui um Adaptador P2 Macho e a outra um par de conector plug

banana macho (vermelho e preto), como mostrado na Figura 11.
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Figura 11 - Cabo para conectar ao multimetro. A. Multimetro
digital; B. Caixa plastica com circuito; C. Cabo com
conectores para multimetro e a caixa.

Fonte: Autora, 2019.

4.2. Testes com o aparelho de baixo custo

4.2.1. Preparo dos padrdes secundarios de pH

Para fazer leituras de pH com o aparelho, foram preparados 50 mL de cada

uma das sete solucdes listadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Solu¢gbes empregadas no preparo dos tampdes secundarios de pH.

Substancia Concentragéao, M

HCI 0,2
NaOH 0,2
KCI 0,2
CgH5KO,4 0,1
NaH2PO4 011
TRIS 0,1
NaHCO3 0,05

Fonte: Autora, 2020.

A solucdo de NaOH foi padronizada com biftalato de potassio e a solucao de

acido cloridrico, com a solucéo de hidroxido de soédio recém-padronizada. Os padrdes
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secundérios de pH foram preparados seguindo as instrucfes da Tabela 3. Com o
auxilio de uma bureta de 50 mL foram adicionados os respectivos volumes da solucéo
A e B para um balédo volumétrico de 50 mL. Posteriormente, cada baldo foi aferido até

0 menisco com agua destilada.

Tabela 3 — Volumes para o preparo de cada padrao secundario de pH.

pH SOLUCAO A (mL) SOLUCAO B (mL)
1,0 HCI 0,2M 31,7 KCI 0,2M 12,5
2,0 HCI 0,2M 3,12 KCI 0,2M 12,5
3,0 HCI 0,2M 5,31 KHCsH,0,4 0,1M 25,0
4,0 HCI 0,2M 0,023 KHCgH,0,4 0,1M 25,0
5,0 NaOH 0,2M 5,76 KHCsH,0,4 0,1M 25,0
6,0 NaOH 0,2M 1,42 NaH,PO, 0,1M 25,0
7,0 NaOH 0,2M 7,44 NaH,PO, 0,1M 25,0
8,0 HCI 0,2M 6,92 TRIS 0,1M 25,0
9,0 HCI 0,2M 1,38 TRIS 0,1M 25,0
10,0 NaOH 0,2M 2,73 NaHCO, 25,0
11,0 NaOH 0,2M 5,78 NaHCO; 0,05M 25,0
12,0 NaOH 0,2M 3,05 KCI 01,M 12,5
13,0 NaOH 0,2M 33,64 KCI 0,2M 12,5

Fonte: JAMES, 1975.

4.2.2. Leituras potenciométricas dos padrdes de pH com o pH-multimetro

Para as medidas potenciométricas dos padrbes de pH, cada padrédo foi
transferido para um béquer onde foi mergulhado um eletrodo de vidro. As leituras dos
padrbes de pH comecaram da solu¢cdo mais alcalina para a mais acida, sempre
lavando o eletrodo de vidro com agua destilada apds cada medicdo de potencial e
enxugando o bulbo cuidadosamente. Todas as medidas potenciométricas foram

anotadas para construcdo da curva de calibragédo, como esquematizado na Figura 12.



Figura 12 - Esquema das leituras potenciométricas com o pHmetro de baixo custo.
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Fonte: Autora, 2020.
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4.2.3. Titulac@o potenciométrica do acido acético glacial
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Foram pipetados 15 pL de acido acético glacial, para ser titulado com uma

solucéo de NaOH 0,1M previamente padronizada. As leituras dos valores de potencial

elétrico foram realizadas com o pH-multimetro. Todas as medidas de pH da solucéo

acida durante a titulacédo foram realizadas em um banho termostatizado. A curva de

titulacao do acido acético foi construida no software Origin 8.0, de acordo com a Figura

13.
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Figura 13 - Curva de titulacao potenciométrica do acido acético.
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Fonte: Autora, 2020.
4.3. Preparo de tampdes fosfatos de pH e meios de cultura

Para verificar como a variacdo de pH afeta o crescimento dos microrganismos
foram realizados experimentos de crescimento bacteriano utilizando as cepas

comerciais empregadas em diagnostico, Escherichia coli EO05 e Staphylococcus
aureus S009.

4.3.1. Preparo dos tampdes fosfato

Solucdes tampao de fosfato de sédio foram preparadas para avaliar o efeito da
variacdo do pH em microrganismos. Cada solucéo foi preparada a partir da adicéo de
25 mL da solucéao de acido fosférico 0,1M, ajustado o pH com hidroxido de sodio e,
posteriormente, aferindo o volume com agua ultrapura até 50 mL. Cada solugéo
tampao foi esterilizada por autoclave e armazenada a 4°C até seu uso. A faixa de pH

preparada foi de 1,5-14 e todas as leituras foram realizadas com um pHmetro
previamente calibrado, conforme a Figura 14.



Figura 14 - Esquema do preparo dos tampdes de fosfato.
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Fonte: Autora, 2020.

4.3.2. Preparos dos meios de cultura
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Os meios de culturas foram preparados utilizando-se agua ultrapura e

posteriormente esterilizados por autoclave. Igualmente, todos os materiais utilizados

para esses experimentos também foram esterilizados da mesma forma.

4.3.2.1. Agar Mueller-Hinton

Agar Mueller-Hinton é um dos melhores meios de cultura para a realizac¢éo de

testes de sensibilidade aos antimicrobianos. Ele foi preparado conforme as

especificacdes do fabricante, 38 gramas dissolvidos em um litro de agua, esterilizado

a 1,05 atm de pressdo manométrica e 121°C durante 20 minutos, utilizando uma

autoclave.

4.3.2.2. Meio de cultura 2xYT — Extrato de levedura triptona

O meio 2xYT é composto por uma mistura de componentes, de acordo com a

Tabela 4.
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Tabela 4 - Composicao do meio 2xYT

Composicao Quantidade em gramas (g)
Triptona 1,6
Extrato e levedura 1,0
NaCl 0,5

4.4. Testes com Microrganismos

Para os testes de sensibilidade de pH, foram utilizadas as bactérias gram-
negativa e gram-positiva, E. coli EO05 e S. aureus S009, respectivamente. E todos os

testes foram realizados em quadruplicata.

4.4.1. Estudo qualitativo do efeito do pH no crescimento de microrganismos

Placas de Petri descartaveis estéreis (140 x 15 mm) foram carregadas com
50 mL de agar Mueller-Hinton. Com o meio de cultura ja solidificado nas placas, foi
feita a lavagem das médos com os produtos descritos na Tabela 5, e apds secar
naturalmente por 2 minutos, uma das maos do individuo foi posta sobre a placa de
Petri. Em seguida, as maos foram imediatamente lavadas com agua em abundancia.
Esse processo foi repetido em 4 placas, sendo uma placa utilizada como controle,
onde foi colocada a mao sem ter sido lavada. Posteriormente, todas as placas foram
colocadas em estufa bacteriologica a 35 °C e fotografadas apés 12h e 24h de

incubacédo. Todos os testes foram feitos em duplicata. A figura 15 ilustra essa etapa.

Tabela 5 - Produtos do cotidiano com diferentes pH

Produtos do cotidiano pH
Vinagre 2,6

Agua deionizada 6
Leite de magnésia 10
Solucéo de soda caustica 12

Fonte: Autora, 2020.
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Figura 15 - Esquema de teste de deteccao de microrganismo presente nas maos.
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Fonte: Autora, 2020.

4.4.2. Estudo quantitativo do efeito do pH no crescimento de microrganismos

O estudo do efeito do pH, entre 1,5 e 14,0, em bactérias de caracteristicas
gram-negativa e gram-positiva foram realizados em meio fosfato. Nestes estudos,
seguiu-se as recomendacBes do Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests (Padrées de desempenho para testes de suscetibilidade de disco
antimicrobiano), (2006), sendo utilizadas as cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus ver, item 4.1.3. e Figura 14.

A solucéo de fosfato foi empregada para controle de variaveis, sendo o pH a

Gnica variavel que pudesse afetar o crescimento dos microrganismos.
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4.4.2.1. Preparo do in6culo

e |solamento de Unidades Formadoras de Colbnia, UFC, para o preparo do pré-

in6culo.

Em capela de fluxo laminar foi realizado o crescimento das col6nias de
bactérias. Aproximadamente um volume de 15 mL de agar Mueller-Hinton estéril foi
transferido para duas placas de Petri. Apos a solidificacdo do meio, com auxilio de
uma algca de Drigalski estéril, foi realizado a semeadura dos microrganismos pelo
método espalhamento em placa (em inglés, Spreader Plate) e colocado para incubar
a 35° C durante a noite (overnight). No dia seguinte, as colonias mais isoladas e
morfologicamente similares foram transferidas para o meio 2xYT para preparo do preé-

in6culo, com mostra a Figura 16.

Figura 16 - Esquema de crescimento de microrganismo para preparo do pré-inéculo.
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Fonte: Autora, 2020.

4.42.2. Testes bacterianos com disco de difusao

Para cada suspenséo celular foi ajustada a densidade Optica (D.O.) até obter
uma leitura de 0,2 o que equivale a 2,2 x108 UFC/mL (pré-inéculo). Para a suspenséo
de bactérias S. aureus foi utilizado o comprimento de onda, A, de 530 nm e para E.

coli foi 600 nm. Aliguotas de 50 pL (~1,1x107 UFC) de cada pré-inéculo foram
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dispersados em 14 placas Petri (60x15 mm) contendo meio sélido &gar Mueller-
Hinton. Com auxilio de uma alca de drigalski estéril foi realizado a semeadura pelo
método Spreader Plate. Em seguida, foram colocados trés discos de difusdo de
diametro 7,2 mm em cada placa, mantendo uma distancia constante entre si e
afastado da borda da placa de Petri. Ap6s aplicagdo dos discos, foram adicionados
em cada disco, 3 solucdes diferentes: 2 uL de tampao fosfato, 1 pL de penicilina como
controle positivo, 1 pL de &gua estérii como controle negativo, conforme
esquematizado na Figura 14. Por fim, as placas foram colocadas para incubar a 35°
C durante a noite, sendo fotografadas no dia seguinte. Esse procedimento foi
realizado em duplicata, com quatorze placas com cultura E. coli e quatorze placas

com cultura de S. aureus (Figura 17).

Figura 17 - Esquema de Semeadura com utilizacdo de disco de difuséo.
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Fonte: Autora, 2020.

4.4.3. Testes com Inoculacdo em Tubos de Ensaio

4.4.3.1. Preparo do in6culo

e Crescimento de culturas para preparo do pré-inéculo.

O procedimento descrito no item 4.4.2.1 foi repetido, conforme anteriormente

mostrado na Figura 13.



42

4.4.3.2. Diluigdes do inoculo

Apos o crescimento das culturas, a suspenséao do in6culo também passou por
leituras no espectrofotbmetro, de forma similar ao esquema apresentado

anteriormente na Figura 14, onde a densidade o6ptica (D.O.) da suspensdo de

bactérias foi ajustado para 0,1 (1,5 x 108 UFC mL-1) a 530 nm para S. aureus e 600
nm para E. Coli. Depois disso, o inéculo passou por 5 diluicbes, conforme mostra a

Figura 18.

Figura 18 - DiluigGes do inéculo em eppendorffs com meio 2xYT.
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Fonte: Autora, 2020.

4.4.3.3. Adicao do indculo diluido nos diferentes pHs

100 pL do in6culo diluido foram adicionados para eppendorffs que continham
900 pL de cada tampéo fosfato e aguardou-se aproximadamente 10 minutos dentro

de cada um dos diferentes pH das solu¢bes de fosfato, conforme mostra a Figura 19.



Figura 19 - Adicionando o inéculo em eppendorffs com pH de 1,5 — 14,0.
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Fonte: Autora, 2020.

4.4.3.4. “Escala Microbioldgica de pH”
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Na inoculacdo em Tubo de Teste (TIT), o método consistia na adicdo do

in6culo ao meio de cultura ainda liquido, antes de ser vertido para placa de Petri
(SOUZA; KITAHARA; FERNANDES, 2014). Foram adicionados 100 pL de cada

solucdo de pH, apds o contato com as bactérias, foi transferido para tubos de testes

contendo solucédo coloidal de agar Mueller-Hinton, numa temperatura mantida entre
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45 e 50°C. Em seguida, o tubo é tampado, homogeneizado suavemente e vertido na
placa de Petri. Apos a solidificacdo do meio, este foi incubado a 35°C em estufa

bacteriologica. Essa etapa encontra-se esquematizada na Figura 20.

Figura 20 - Esquema de inoculagdo pelo método TIT.
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Duas placas foram utilizadas como controle, uma contendo agua estéril e outra
apenas o0 meio de cultura, para garantir que ndo houve outra fonte de contaminagao
durante o protocolo experimental. Esse procedimento foi realizado em duplicado
empregando as cepas de E. coli e de S. aureus.

4.5. Aplicando a proposta no ambiente escolar

4.5.1. Caracteristicas das escolas

O projeto foi desenvolvido em escolas de ensino basico da rede publica de

acordo com as caracteristicas descritas na Tabela 6.
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ESCOLA SERIE NUMERO TIPODE TURNO  LOCALIZAGAO
DE ALUNO ENSINO

A 9° ano 12 Modular  Matutino Fordlandia-
Municipio de
Aveiro.

B 1° ano 26 Regular  Matutino Vila Curuai- Lago

B 1° ano 9 EJA Noturno Grande

C 2° ano 31 Regular  Matutino Santarém-Para

D 2° ano 18 Matutino Santarém-Para

E 3° ano 21 Regular  Matutino Belterra-Para

E 3° ano 30 Regular  Vespertino Belterra-Para

F 2° ano 28 Regular  Matutino  Alenquer-Para

F 3° ano 18 Regular  Matutino Alenquer-Para

F 1° ano 30 Regular  Vespertino Alenquer-Para

F 3°ano 37 Regular  Vespertino Alenquer-Para

Fonte: Autora, 2020.

O projeto foi aplicado em 6 escolas, sendo uma de nivel fundamental Il e as

demais de ensino médio. Um total de 260 alunos participaram da atividade de ensino

proposta.

4.5.2. Aplicacdo da Proposta de Ensino nas Escolas

Em sala de aula o projeto foi desenvolvido em 3 momentos:

1° Momento: Aplicacdo de questionério para avaliar o conhecimento prévio dos

estudantes sobre o conceito de pH;

2° Momento: Exposicdo de aula contextualizada e experimental, consistindo de:

calibracdo do pH-multimetro com padrdes secundarios de pH (Tabela 3), construcéo

de grafico da funcéo do primeiro grau, leituras de potencial elétrico com eletrodo de

vidro de produtos comerciais comuns do cotidiano dos estudantes, determinagéo do
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pH destes produtos por interpolacdo grafica e apresentacdo dos resultados obtidos
nos estudos do efeito do pH no crescimento de microrganismos, com o0 teste
qualitativo (item 4.4.1). Durante a atividade, um debate foi conduzido sobre o que
estava sendo exposto, além de apresentar a importancia e o efeito que causa
pequenas variacdes de pH para a vida tanto humana e dos demais seres vivos. Para
finalizar, realizamos medidas da agua do bebedouro da escola, e pedimos para a

turma julgar se o valor era aceitavel para o consumo ou nao.

3° Momento: ApGs a aula, teve a aplicacdo do mesmo questionario para avaliar se 0

ensino contextualizado foi significativo.

4.5.3. Pré e Pds-Questionarios

Os questionarios aplicados encontram-se na Figura 21. Eles foram entregues
para os alunos e se estabeleceu um tempo de 5 minutos para eles responderem.
Depois da aula expositiva e demonstrativa (experimental) sobre os conceitos de pH,

com duracao de 60 minutos, os estudantes responderem o segundo questionario.

Figura 21 - Modelo do questionério.

Questionario 1 Questionario 2

Turma: Turno: Turma: Turno:

1. Vocé sabia que alguns dos produtos que 1. Vocé sabia que alguns dos produtos que
sdo usados em nosso cotidiano sdo usados em nosso cotidiano
apresentam pH? apresentam pH?

( )sim { )Ndo ( )sim ( )Ndo
2. Vocé sabe explicar porque tomamos 2. Vocé sabe explicar porque tomamos

antidcidos ou efervescentes para aliviar a azia? | | antidcidos ou efervescentes para aliviar a azia?

3. Vocé sabia que a_variagﬁo de pH afeta a vida | | 3. Vocé sabia que a.variagéo de pH afeta a vida
de todos os seres vivos? Explique. de todos os seres vivos? Explique.

Fonte: Autora, 2020.

Para tabulacdo dos dados foram atribuidas notas de 0, 5 e 10 (Ruim, Regular
e Otima) para as respostas e depois foi aplicado métodos estatisticos baseados em

testes de hipoteses para verificar se a atividade foi significativa.

Com base na pontuacdo dos questionarios, aplicamos um teste de hipotese no

nivel de confianga de 95% para verificar se o ensino do conceito de pH contextualizado
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com seu efeito no crescimento de microrganismos foi significativo para os estudantes
(SKOOG et al., 2006). A hipdtese nula postula, como verdadeira, que a diferenca
meédia (ud) entre a pontuacdo do questionario, antes e depois das demonstracdes
experimentais, é zero (HO: ud = 0), enquanto a hipotese alternativa € diferente de zero
(Ha: pd # 0).

A estatistica do teste pode ser expressa pelas equacfes abaixo (SKOOG,

2006).
T d)?
Yd? —egi
sd=j —— @
e
d—0
t=—5— ()
VN

Onde d é a diferenca média; s;€ a estimativa do desvio padréo para a diferenca

entre a pontuacao do questionario (d;) e N é o numero de salas de aula.

4.5.4. Aula contextualizada sobre pH.

Na aula expositiva foram apresentados o conceito de pH, sua representacéo
matematica e sua escala. Na demonstracéao pratica, foi mostrado o aparelho comercial
(pHmetro) que realiza essas medidas, comparando as medidas com o pH-multimetro
(descrito na sec¢éo 4.1 desse trabalho), sendo explicado resumidamente como foi sua
confeccdo e como as medidas seriam realizadas. Depois, em tempo real, fizemos
leituras de alguns tamp&es secundarios de pH, medimos alguns pH de produtos
comerciais e da 4gua do bebedouro da escola. Os dados obtidos no experimento
descrito na seccao 4.4. (Figura 22) foram usados para representar como a variagcao
do pH afeta os microrganismos. Também foi apresentado o funcionamento dos
antiacidos e como mudancas no pH do sangue afeta a vida dos seres humanos. A

sequéncia das aulas esta disponivel na Figura 19.
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Figura 22 - Aulas contextualizadas de pH.

Antiacidos no combate da asia
(R ryee—

T L oy BEEE

Fonte: Autora, 2020.

4.6. Proposta de experimentacédo utilizando meio de cultura ”caseiro”.

4.6.1. Confecgdo de uma estufa bacterioldgica de baixo custo

A fabricacéo foi feita usando uma caixa de armazenamento de plastico com
tampa de tamanho 420 x 300 x 270 mm (34 Litros). Para a geracdo do calor
necessario ao crescimento do microrganismo foi empregada uma lampada
incandescente da Philips, modelo P45 de 40 W, 127 V, 455 Im e tamanho de 73 x 45

mm, como mostra a Figura 23. A temperatura foi monitorada por meio de um
termémetro digital.

Figura 23 - Estufa bacteriologica.

Fonte: Autora, 2020.
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4.6.2. Composicao e preparo do meio de cultura caseiro

Desenvolvemos um meio de cultura caseiro para substituir o agar Mueller-
Hinton com base em ingredientes culinarios, como podemos observar na Tabela 7.
Todos os ingredientes foram adquiridos no mercado local ou em loja de produtos
naturais para a saude. O tempero para carne tinha em sua composi¢ao sais, cebola,
alho, pimenta, acucar, acido félico, éleo de soja, glutamato de sodio e fosfato de célcio.

Tabela 7 - Composicao do meio de cultura caseiro

Ingredientes Quantidade em gramas (g)
Temperos para carne 2,4
Fermento biolégico seco 2,0
Agar-agar gelatina vegetal 5,0

Fonte: Autora, 2021.

4.6.3. Modo de Preparo do meio
4.6.3.1. Tratamento prévio com os nutrientes do agar alternativo

Inicialmente, foi pesado 2,4 g de tempero e 2,0 g de fermento biolégico seco
para um béquer de 600 mL, sendo adicionados 200 mL de agua destilada para o
mesmo. A mistura foi aquecida a 50-60 °C por 6 h e depois deixada em repouso por
12 h em temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura foi filtrada e o filtrado foi
fervido até atingir 50 mL. Essa solucédo foi armazenada em tubo conico com tampa e

mantida em repouso por uma semana, a Figura 24 mostra esse procedimento.
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Figura 24 - Preparo dos nutrientes para enriquecer o agar caseiro.

;o PARTE 1
Adicionou Adicionou
Tempero 20¢g Fermento
e
Tempero @ Fermento
de carne bioldgico seco
Pesou k \
Repouso
12 horas T —
mmy POY
Extrato de levedura @ 25°C —
Way gtado
Repousar Transferido 50-60°C
por 7 dias para 6 horas Filtrou
antes do e i oquecido até —
uso reduzir o volume para
50 mL

Fonte: Autora, 2021.

4.6.3.2. Nutrientes do meio de cultura

Apos os 7 dias, o meio de cultura caseiro foi preparado a partir de 5 g de agar
comercial, sendo adicionados 800 mL de agua destilada. Essa mistura foi preparada
em um béquer de 1L. A solucdo de agar foi aquecida e filtrada com um filtro de café
tipo cone. O volume do sobrenadante resultante foi reduzido para 150 ml por
aguecimento e, em seguida, o meio foi nutrido com 5 ml da solucao contendo o extrato

de levedura “caseiro”. Este meio foi deixado esfriar até atingir 50 °C (Figura 25).
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Figura 25 - Nutrientes do meio de cultura caseiro

12
PARTE 2 Solugdo de agar
Por “impuro” foi
aguecimento, aquecida até a
reduzir o ebulico
Pipetou 5 mL do volume para
extrato de 150 mL l 20
levedura para a ¥ % E
solucdo de agar E i 30 Deboi
- : epois de
impuro i - \ y « aquecido a
.\ 3 solucdo é
= 59 filtrada
Extrato de levedura <
Esperou até §
atingir40-50°C C

Fonte: Os autores, 2021.

4.6.3.2. Desenvolvimento do experimento de microbiologia

Para demonstracdo do uso do meio de cultura caseiro, foram utilizados seis
tubos de microcentrifuga Eppendorff 1mL previamente esterilizados com etanol 70%

e rotulados com os valores de pH descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Listas de produtos utilizados para verificar o efeito dos pH em microrganismos provenientes
do papel moeda.

Produtos Comerciais pH
Acido muriatico 1

Vinagre 2.5

Solucéo de biftalato de potassio, tampao secundario 5
Solucéo de fosfato, tampéao secundario 7

Leite de Magnésia 10

Solucdo de NaOH 13

Fonte: Os autores, 2021.
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Um papel moeda foi empregado como fonte de microrganismos. Seis
cotonetes foram esfregados separadamente por 1 min no papel moeda e depositados
nos tubos Eppendorff. Para cada um, foi adicionado 1 mL do produto comercial de pH
conhecido, e aguardou-se 10 min. Por fim, 100 yl de cada solugado dos eppendorffs
foram transferidos para 6 tubos de ensaio, previamente esterilizados com etanol 70%.
Em seguida, 12 mL do meio de cultura caseiro, na temperatura entre 40 e 50 °C foram
adicionados a cada tubo de ensaio. O tubo foi tampado, homogeneizado e vertido
sobre placa de Petri (90 x 15 mm). As placas de Petri foram deixadas em repouso até
0 meio de cultura gelificar e incubadas a 35°C por 12-24 horas em forno bacteriolégico

caseiro, como representado na Figura 26.

Figura 26 - Protocolo experimental com meio de cultura alternativo.

Transferiu
os pH para

pLHJ U ij U U u eppendorffs

pH pH pH pH pH
1,0 2,5 5,0 7,0 10,0 12,0

Verter Pipetou 100 Esfregar o \ l
s 12 mL mL cotonete por
1 minuto e
= ‘ ‘ 1 coloque
dentro do

eppendorff
com o pH
Aguardou
10 min
Estufa

Bacterioldgica

Meio
alternativo
40 -50°C

Tampou e
Homogeneizou

suavemente \&

Destampou e
verteu nas placas

69339@@ ’ Incubar a 36°C

@ Overnight
Aguardou cerca de 8 a 10
minutos para o meio solidificar

Fonte: Os autores, 2021.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Confeccao do pHmetro de baixo custo

5.1.1. Circuito eletrénico

O software empregado para criagao do circuito eletrénico do pHmetro foi
o Fritzing, que é gratuito e tem uma funcionalidade simples e objetiva. Este programa
€ acessivel para qualquer pessoa, possibilitando projetar, criar e compartilhar Placas
de Circuito Impresso - PCls porém, nao € possivel fazer simulacfes. Existem inGmeros
softwares com essa mesma finalidade, porém cada um apresenta suas

particularidades, vejamos alguns exemplos.

O EAGLE tem uma versao light (gratuita), porém os projetos se limitam a
placas de tamanho maximo de 10 cm x 8 cm, em face dupla, outro software é o
PartSim, também gratuito, possui integracdo com a empresa Digi-Key (PEREIRA,
2018), porém nao € possivel obter a forma 2D/3D do circuito. Entdo, a escolha é livre
de acordo com o tipo de projeto que pretende ser desenvolvido, como 0 circuito

planejado era bem simples, o Fritzing atendeu adequadamente.

O resultado do layout do circuito foi de qualidade profissional, como pode
ser observado na Figura 27, além disso, uma caracteristica muito interessante, € o
fato dele ser open source, no qual é possivel estudar seu cédigo fonte e realizar

melhorias.

Figura 27 - Layout do
circuito.

Fonte: Os autores, 2017.
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5.1.2. Processos para criagéo dos PCls — Fotolitografia

Como um dos obijetivos do trabalho foi o desenvolvimento de materiais de baixo
custo, a técnica empregada para confeccéo do circuito foi a fotolitografia, que por sua
vez é uma técnica barata e bem antiga para desenvolvimento de PCls, sendo possivel
de reproduzir com materiais simples e de facil acesso. Como mencionado na secgao
4.1.2., a etapa apoés a aplicacdo da pelicula de fotoresiste é a transferéncia do layout
do circuito para placa com o uso de um fotolito. Essa transferéncia foi feita com a
exposicdo da placa com o dry film em luz ultravioleta (UV), no qual estudamos o tempo
minimo necessario para transferéncia do desenho para placa. O tempo minimo de
exposicao para a transferéncia do desenho para a placa contendo o dry film foi de 13
minutos usando uma lampada fluorescente UV de 15 W e distancia da placa a

lampada de 5 cm.

Outro método para transferéncia do layout do circuito para a placa PCI é a
termotransferéncia, usando prensagem a quente. Contudo, a transferéncia da tinta
impressa no papel transfer, nem sempre é facil. Muitas das vezes essa transferéncia
nao € completa, resultando em trilhas com falhas e para solucionar esse problema, os
reparos séo feitos com caneta permanente ou de acetato, mas isso torna-se bastante
trabalhoso, dependendo do tamanho e da complexidade do circuito. Outra solucao
proposta por Rosso; Tavares; Pohlmann (2013) para minimizar esse problema é o uso
de papel mais acetinado.

O resultado do circuito obtido em funcdo da técnica de fotolitografia esta
apresentado na Figura 28. A técnica é rustica, porém foi a mais adequada para
minimizar os custos de producdo. Para etapa de corrosdo usamos perssulfato de
amonia. ApGs a corrosdo, todos os pontos foram testados com o multimetro digital
para verificar se todos os trilhos estavam conduzindo a corrente elétrica, ndo sendo
necessario fazer nenhum reparo, confirmando que o circuito funciona

adequadamente.

Uma das vantagens do design do layout do circuito eletrbnico por conta do
software é gue todos 0s parametros dos componentes, como o tamanho e dimensao
real, estdo armazenados em sua base de dados, facilitando a rapida confecgcédo do

desenho e realimentacdo para a corre¢ao de erros.
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Figura 28 - PCI da interface eletrdnica do pH-Multimetro.

Fonte: Autora, 2018

5.1.3. O medidor de pH

A Figura 29 mostra o pH-Multimetro montado. Os materiais sdo simples e de
facil aquisicdo no comércio, como a caixa, componentes eletrénicos, baterias e o
multimetro de eletricista para medir o potencial desenvolvido na superficie de um
eletrodo de vidro. Esse ultimo foi o item mais caro do aparelho, porém & também

possivel sua confec¢cdo com pouco investimento (ROCHA et al., 1995).

O amplificador operacional, cédigo LMC6041, (NATIONAL
SEMICONDUCTOR, 2000) foi empregado devido suas especificacdes técnicas serem

as mais adequadas para o propoésito (Datasheet, 1994 - Figura 30).

Figura 29 - pHmetro de baixo custo.

Fonte: Autora, 2020.
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Figura 30 — Filha de dados (Datasheet)

¥

&.\'nliunul Semiconductor

LMC6041
CMOS Single P op

Aplicagdes:

e Monitoramento de bateria e condicionamento
de energia

e Fotodiodo e pré-amplificador de detector

infravermelho

Sistemas de transdutores baseados em silicio

Instrumentos analiticos portateis

Amplificador de tampéao de sonda de pH

Sistemas de detecg¢ao de incéndio e fumaca

Amplificador de carga para transdutores

Ordering Information : . piezoelétricos

uopesed Jomodooiy 0lfuls SOWD 1¥090WT

i

Connection Diagram

Joyjdwy,
e o o o o

Il b |
| L

S 8-Pin DIP/SO
Principais pinos: I —U— 3
e Pino 2: entrada inversora NG — —NC
(negativo); 7 :
e Pino 3: entrada n&o- INVERTING [MBUT ) ST

inversora (positivo);
e Pino 4: fonte de alimentacdo  HIK=INVERTING ] }

negativa em Volts, V; INFUT = QUTPUT
e Pino 6: saida 4 ;
e Pino 7: fonte de alimentacéo - = STl
positiva em volts, V;
DS011136-4

Fonte: NATIONAL SEMICONDUCTOR, 2000.

Este Op Amp tem um consumo de energia baixissimo, operando na faixa de
4,5 a 15,5 volts, além de apresentar uma baixa corrente de fuga de entrada, da ordem
de 2fA (femtoampeére). O circuito do Op Amp foi montado em configuracdo Buffer, para
garantir que a tensdo de saida seja exatamente a mesma da entrada, e assim, néo
gerar alteracdes nas medidas potenciométricas e impedir a oscilagdo de saida que se
estende a cada trilha de fornecimento de energia, pois o0 objetivo ndo € amplificar o
sinal, e sim equiparar a impedancia do multimetro digital com a impedéancia do eletrodo
de vidro. A forma como cada componente deveria ser soldado na placa poder ser

visualizada, detalhadamente, na figura 31.



Figura 31 - Explicagéo do circuito.
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Fonte: Autora, 2020.

5.1.4. Testes com o pH-Multimetro

Conecta-se ao fio preto
da 22 bateria 9V
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Em 1992, Harris e Harris desenvolveram um medidor de pH de baixo custo,

fazendo uso de um multimetro de eletricista para medir e exibir a diferenca de

potencial elétrico desenvolvido em um eletrodo de vidro combinado devido as
mudancas de pH. No entanto, o eletrodo de vidro tem uma resisténcia elétrica 50

vezes maior do que um multimetro comum. Portanto, se um eletrodo de vidro é

conectado diretamente a um multimetro (Figura 32), as medi¢cGes de potencial elétrico

de uma solucao séo significativamente afetadas pela baixa impedancia do dispositivo,

como podemos observar na Tabela 9.
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Figura 32 - Multimetro conectado diretamente ao
eletrodo para medidas de pH.

Fonte: Os autores, 2017.

Tabela 9 — Medidas comparativas entre o multimetro sem e com a interface
eletronica.

Multimetro + eletrodo Multimetro + interface
pH eletrénica + eletrodo
AE (mV) AE (mV)
2,5 13,6 135
3,5 10,0 68
4.0 8,5 56
45 7,0 22
5,5 3,9 -28
7,0 -0,6 -112
8,5 -5,0 -196
9,5 -7,2 -229
10,5 -7,5 -248
12,5 -14,4 -392
13,0 -15,0 -421

Fonte: Os autores, 2017.

Para superar esse problema, Harris e Harris (1992) usaram um amplificador
operacional, Op amp, entre o eletrodo e o multimetro no intuito de combinar a
impedancia entre o medidor e 0 sensor potenciométrico. Esses pesquisadores
escolheram o LF37, um chip de 4 Op amp, para implementar essa ideia, conforme a
Figura 33. No entanto, o LF347 tem resisténcia de entrada de 10'2 ohms (TEXAS

INSTRUMENT, 2013), o que é relativamente insuficiente quando comparado com o



59

eletrodo de vidro (5 x 108 ohms) (SKOOG et al., 2014). Para aumentar a impedancia
de entrada do circuito eletrbnico usando este Op Amp, o circuito eletronico usando o
LF347 foi projetado em configuracao de trés Op Amp-in-amp (HARRIS; HARRIS,
1992; KITCHIN; COUNTS, 2006). Porém, nesta configuracdo, o circuito eletrénico

torna-se muito complexo.

Figura 33 — Dispositivo LF347.

Fonte: TEXAS INSTRUMENT, 2013.

Portanto, usamos o Op Amp LMC6041 em vez do LF347, pelo fato de sua
resisténcia de entrada ser de 1013 ohms, onde o circuito eletrénico do multimetro de

pH (Figura 29) é mais simples do que o descrito por Harris e Harris (1992).

5.1.4.1. Curva de calibracao de pH

O pH-multimetro foi empregado na medida do pH de tampdes secundarios para
a construgcédo de uma curva de calibracéo (Figura 34, Tabela 9). Analisando a Tabela
9, é possivel notar as diferencas nas medidas realizadas com o multimetro conectado
diretamente ao eletrodo de vidro comparando com o eletrodo ligado a interface
eletrbnica e esta ao multimetro de eletricista. Como sabemos que tais medidas estao
corretas ou ndo? Os eletrodos potenciométricos, como o sensor de vidro, seguem a
equacao de Nernst, onde uma resposta nernstiana para uma faixa de concentracao
consiste em apresentar uma declividade na curva de calibracéo de 59 mV por década
a 25 °C. Em outras palavras, de cada variacdo em uma unidade de pH o potencial da
solucdo de tampéo secundario deve variar em 59 mV. Com os dados da Tabela 9,

construimos a curva de calibracdo (Figura 34). E facilmente observavel, que as
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medidas realizadas com a interface apresenta uma declividade bem aproximada do
valor esperado, tanto para faixa a acida como a alcalina, comprovando que a proposta
funciona, enquanto que as medidas sem a interface eletrbnica para equiparacao das
impedancias do multimetro de eletricista com o eletrodo de vidro, ocorre um erro

significativo nas medidas de pH.

Figura 34 - Curva de calibragdo do multimetro com a
interface eletronica usando padrdes secundarios de pH.
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Fonte: Os autores, 2020.

O pH-Multimetro também foi testado na determinagédo da constante de acidez
do acido acético por titulacdo potenciométrica (Figura 35). A equacéo 6 € a equacao

da reta fornecida pelo grafico da Figura 34.
AE=(411+2)-(56,2+0,2)pH (6)
Sendo, (56,2+0,2)pH o coeficiente angular, e (411£2) o coeficiente linear.

5.1.4.2. Titulagdo Potenciométrica do acido acético

O pH-Multimetro também foi testado na determinacdo da constante de acidez
do acido acético por titulacdo potenciométrica. Os dados obtidos para a titulacao
potenciométrica de acido acético com solu¢do de NaOH 0,0917 M, encontram-se na

Tabela 10 e a curva de titulaco resultante é apresentada na Figura 35.



Figura 35 - Curva de titulacao potenciométrica de acido acético
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Fonte: Os autores, 2020.

Tabela 10 - Dados para a curva de titulagao.

Ponto NaOH Volume Potencial Ponto NaOH Volume Potencial

(mL) (mV) (mL) (mV)
1 0,0 208,0 22 2,1 51,3
2 0,1 198,8 23 2,2 42,8
3 0,2 190,0 24 2,3 34,8
4 0,3 182,0 25 2,4 25,2
5 0,4 174,9 26 2,5 14,1
6 0,5 168,2 27 2,6 0,1
7 0,6 162,2 28 2,7 -23,4
8 0,7 156,4 29 2,8 -69,2
9 0,8 150,6 30 2,9 -100,3
10 0,9 145,2 31 3,0 -115,7
11 1,0 139,5 32 3,1 -125,7
12 1,1 133,9 33 3,2 -133,0
13 1,2 128,0 34 3,3 -138,9
14 1,3 121,7 35 3,4 -143,7
15 1,4 114,8 36 3,5 -148,2
16 1,5 107,6 37 3,6 -151,9
17 1,6 99,0 38 3,7 -155,3
18 1,7 89,9 39 3,8 -158,4
19 1,8 79,8 40 3,9 -161,2
20 1,9 69,7 41 4.0 -163,7
21 2,0 60,5

Fonte: Os autores, 2020.
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5.1.4.3. Método do Gran para determinagcao da constante de acidez

A constante de acidez do acido aceético foi determinada usando a funcédo de
Gran (GRAN, 1950 e 1952) que descreve a titulacdo de um acido fraco com uma base
forte para antes do ponto de equivaléncia (Figura 36). Esta funcdo de Gran é dada
pela equacéo 7.

FG1=Vp10P'=K,V,-K, Vg (7)

Onde Vg é o volume de base adicionado e K, é a constante de acidez.

Um gréfico de VE;10'pH vs Vg tem a constante de acidez K, do acido fraco
como inclinagao (Figura 36) (Gran, 1950 e 1952). O valor encontrado para a inclinagéo
do grafico da Figura 36 foi igual a (1,85 + 0,03) x 107°. Este tem o valor de K,
corresponde a um valor de pKa igual a (4,73 = 0,01) a 25 °C, o que é consistente
com o descrito na literatura (4,756 a 25 °C) (HAYNES et. al, 2017).

Figura 36 - Grafico para calculo do pKa do acido acético a 25°C.
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Fonte: Os autores, 2020.
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5.2. Teste com microrganismos

5.2.1. Estudos qualitativos do efeito do pH sobre o crescimento bacteriano

Compreender os experimentos de laboratério nem sempre € Obvio para o0s
alunos, especialmente quando eles ndo tém conhecimento formal. Assim, realizamos
um experimento qualitativo simples baseado na lavagem das mé&os com produtos
comerciais que apresentam pH entre 2 e 12. Os resultados desses testes sao

apresentados na Figura 37.

Figura 37 - Efeito da lavagem das maos com solucGes de diferentes pHs. A. Maos ndo lavadas (sujas);
B. Vinagre (pH 2,5); C. Agua deionizada, 18 M + (pH 6); D. Solu¢do detergente (pH 8); E. Leite de
magneésia (pH 10); F. Solug¢éo de soda caustica (pH 12). Tempo de crescimento=12 horas.

A B C D E F

Fonte: Os autores, 2018.

Podemos observar que praticamente ndo houve crescimento de bactérias
quando as maos foram lavadas com vinagre (Fig 37B). O vinagre é uma solucéo de
acido acético 5% (m/m) e pH 2,5. Quando as maos foram lavadas com pH basico ou
alcalino (Fig. 37E e 37F) o crescimento foi maior do que com vinagre, entretanto,
menor do que o controle das méos sem lavar. Este experimento permite que os alunos
alcancem um conceito ndo formal de pH, além de associar a importancia do pH a fatos
simples do seu dia a dia. Por exemplo, é importante lavar alface, racula, espinafre ou
outras verduras com vinagre, pois esse procedimento inibe muitos microrganismos

nesses alimentos.

Portanto, para ensinar o conceito de pH baseado em estudos microbiolégicos
de uma maneira formal sdo necessarias condi¢cdes experimentais mais controladas.
Assim, utilizamos o protocolo baseado em testes de sensibilidade de difusdo em disco
antimicrobiano para obter um resultado quantitativo.
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5.2.2. Resultados da semeadura Spread Plate com uso de disco de difuséo

Os resultados da incubagéo das placas para E. coli e S.aureus podem ser
observados nas Figuras 38 e 39, respectivamente. Na Tabela 11, estdo disponiveis
as medidas dos halos inibitorios para as bactérias gram-positivas e gram-negativas
estudadas.

Tabela 11 - Medidas de halos de inibicdo em testes de suscetibilidade em disco de difusdo

Bactérias pH Pen.
G*

Halo inibitério, mm
15 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
E. coli 10,1 S s S § S S S S S S S 10,9 12,0 S
S. aureus 8,1 80 S S S S S S S S S S 7,8 12,0 22,6
S = Sem Halo Inibitério. *Média de 14 determinacdes.

Fonte: Autora, 2019.

Analisando a Tabela 11, nota-se que as E.coli apresentaram resisténcia ao
antibiotico, penicilina G, mas apresentaram halos inibitorios nos pHs 1,5 e na escala
alcalina, em pHs 13,0 e 14,0, conforme a Figura 39. Para os pHs 2,0 até 12,0 ndo se

observou a presenca de halos, indicando que houve crescimento bacteriano.

Figura 38 - Efeito do pH em Escherichia coli (gram-negativa). Tempo de crescimento microbiano: 12
horas. Simbolos nos discos: A, Agua destilada; H, Tampao de pH; P, Penicilina G.

Escala de pH

4,0 5,0 6,0 7,0
11,0 12,0 13,0 14,0

8,0 9,0 10,0

E. coli

Fonte: Os autores, 2020.
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A figura 39, mostra os resultados para S. aureus. O comportamento foi similar
a E. coli, houve inibicdo desse microrganismo em pHs 1,5; 13,0 e 14,0. O controle

usando a Penicilina G foi significativo na inibicdo do S. aureus como era esperado.

Figura 39 - Efeito do pH em Staphylococcus aureus (gram-positivo). Tempo de crescimento microbiano:
12 horas. Simbolos nos discos: A, Agua destilada; H, Tampé&o de pH; P, Penicilina G.

Escala de pH

Fonte: Os autores, 2020.

Uma explicagdo para o processo de inibicdo, devido ao meio acido e alcalino
na E. coli, € o rompimento da camada externa através da quebra das ligacbes
covalentes dos lipopolissacarideos e a desnaturacdo das proteinas porinas formando
poros, que permitem a passagem dos plasmideos do interior da célula para o exterior.
Na S. aureus a inibicdo é mais intensa, pois como esses microrganismos nao possuem
camada externa, a Unica barreira que protege a membrana plasmatica é constituida
de peptidoglicano, um polissacarideo formado por dois tipos de agucares (0 &cido N-
acetilmuramico e a N-acetilglucosamina) e alguns aminoacidos, que em contato com
um meio que apresenta valores extremos de pH sofrem hidrélise e desnaturacéo.

Ressalta-se que, outros agentes também destroem ou inibem o peptidoglicano das
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bactérias, sendo eles, respectivamente a proteina lisozima e os antibiéticos. Porém,
nas ultimas décadas, algumas bactérias tém apresentando maior resisténcia a
determinados antibiéticos (BUTLER-LAPORTE; LEE; CHENG, 2018).

Figura 40 - Comparativo da parede celular das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Gram- negativa Gram- positiva

-, Membranaexterna
/

/

. Lipoproteina

“ Peptidoglicano -~

T Periplasma
N Membrana ~ ~
-+ plasmatica <
ou A

citoplasmatica

Lipopolissacarideo
‘ ou Porina . Proteina
lipoglicano

Fonte: Sanar Saude, Adaptado.

Ainda sobre a resisténcia aos antibidticos, esse evento pode ocorrer nas gram-
negativas B— lactamicos por 4 mecanismos principais, 0s quais sdo mostrados na

Figura 41.

Figura 41 - Mecanismos de resisténcia aos antibioticos.
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Fonte: Autora, 2021.
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O uso dos B-lactamicos ndo € completamente efetivo devido as gram-negativas
apresentarem B-lactamases como mecanismos de defesa. Estas enzimas
cromossOmicas desempenham a fungdo de hidrolisar o anel B-lactamico deixando
este sem atividade. Pelo fato das penicilinas apresentarem esse anel em sua estrutura
(Figura 42) as E.coli sdo capazes de desativar a ligagdo CO-N (ZEBA, 2004).

Figura 42 - Benzilpenicilina ou Penicilina G.

Anel 3-lactamico @)

Nome IUPAC: Acido 4-tia-1-azabiciclo (3.2.0)
heptano-2-carboxilico, 3,3-dimetil-7-o0x0-6 -
((fenilacetil) amino) - (2S- (2a, 5a, 6B))

Fonte: Wikipédia. Adaptado.

Nas bactérias Gram-positivas, as R-lactamases sdo secretadas para 0 meio
extracelular e por essa razdo sdo menos ativas do que as beta-lactamases produzidas
pelas bactérias Gram-negativas, pois a parede bacteriana dificulta o acesso do [3-

lactamico ao seu sitio de acdo (Figura 43).
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Figura 43 - Acéo do anel B-lactamico sobre a bactéria gram-negativa e gram-positiva.
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Fonte: Anvisa.

5.2.3. Escala microbiol6gica de pH para E. coli e S. aureus.

No teste com discos de difusdo, somente é evidente a inibicdo de Escherichia
coli e Staphylococcus aureus em pH 14,0 (Figuras 38N e 39N). Assim, o efeito do pH
no crescimento dos microrganismos em meio de cultura com base em testes de
sensibilidade de disco antimicrobiano néo seria claro para alunos do ensino basico.
Por isso, desenvolvemos uma abordagem experimental com um método de

inoculacao alternativo, que permitisse estabelecer uma escala microbiologica de pH.

Um método alternativo baseado em inoculacdo similar ao Pour Plate é
denominado de Técnica de Inoculagdo em Tubo de Teste, TIT (DE SOUZA;
KITAHARA; FERNANDES, 2014). Esse método permite uma melhor homogeneizagéo

e assim, realizar uma contagem de unidades formadoras de colénia com grande
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precisdo. Como descrito no (item 4.4.3.2) o inéculo sofreu diluicbes seriadas, pois 0
objetivo era contar a quantidade de colbnias que crescem ap0s ambientada nos pHs,
com auxilio do software Image J. Na Figura 44, é possivel ver que se nao fossem
feitas as diluicbes néo seria possivel contar as colénias uma vez que ndo cresceram
tdo isoladas como na placa com diluicdo, 0 mesmo comportamento vale para a cepa

de E.coli.

Figura 44 - Crescimento do in6culo com e sem a dilui¢éo.

Crescimento sem dilui¢do Crescimento da
10>

Fonte: Autora, 2020.

Analisando o comportamento do crescimento das unidades formadoras de
colbnia, apés a ambientacdo nos diferentes pHs, confirma-se com preciséo, que 0s
extremos de pH néo sao favoraveis para o crescimento de E. coli e S. aureus (Figura
45). Nesta figura, o grafico estabelece uma escala microbiolégica de pH, construida
através da razdo entre o numero de UFC de S. aureus ou E. coli em cada pH pelo
namero de UFC encontrado em pH 7 (valor de referéncia). Para E. coli, poucas
unidades formadoras de col6nia se desenvolveram apés a ambientacdo em pH abaixo
de 3,0 e acima de 13,0. No caso S. aureus, os resultados foram similares aos da E.
coli, porém no pH 12,0 também houve uma significativa inibicdo de crescimento das

colonias.

A Figura 46 ilustra os resultados obtidos para a contagem de unidades

formadoras de col6nias usando a técnica TIT.
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Figura 45 - Efeito do pH no crescimento de microrganismos gram-positivos e gram-negativos. A.
Staphylococcus aureus; B. Escherichia coli.
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Fonte: Os autores, 2020.

E importante lembrar que o in6culo permaneceu apenas 10 min nos diferentes
pHs, e este tempo é compativel com a higiene adequada das maos em hospitais ou

para a lavagem de alimentos.

Figura 46 - Efeito do pH nas unidades formadoras de colénias (UFC) de Staphylococcus aureus.

S. aureus

8 9 10 11 12 13 14

Fonte: Os autores, 2020.
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5.3. Aplicando a proposta no ambiente escolar

5.3.1. Pontuacdo dos questionarios

Tabela 12 - Analise dos questionarios pré e pds aula contextualizada

NUmeros

Zonade Modelode .. Pontuacédo do
Escola | o . Séries Turno de SR
ocalizacdo ensino questionario
estudantes
Antes Depois D-A
A O (4
Fundalllnental Modular 92  Manha 12 0 25 o5
EJA 12 Noite 9 5 15 10
Manha 26 15 125 110
Tarde 30 20 45 25
Rural 22 Manha 28 10 90 80
Ensino médio Manha 18 0 15 15
Regular 32 Tarde 37 0 50 50
Manha 21 25 65 40
Tarde 30 10 80 70
Tarde 31 20 160 140
Técnico  o'pana 2 Manha 18 30 8 55
Total 260 135 755

Fonte: Os autores, 2019.
Analisando a Tabela 13, se pode observar uma melhora significativa na

resposta dos estudantes sobre o conceito de pH, apds a atividade experimental
demonstrativa.

Calculando essas variaveis, temos (veja os dados na Tabela 12):

d=

Yd;  25+10+110 425+ 80 + 15+ 50 + 40 + 70 + 140 + 55 _ 620
N 11 11

=56.4 (8)
z d? = 25% + 10% + 1102 + 25% + 802 + 152 + 50% + 402 + 70% + 1402 + 552
= 51700 (9)

Xd)*  (25+10+110+25+80+15+50 +40 +70 + 140 + 55)*  (620)?
N 11 11

= 34945 (10)
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Substituindo os valores na equacéao (4), temos:

=409 (11)

_ [51700 — 34945
Sa = 11—1

Substituindo o valor para estimar o desvio padréo para a diferenca entre a pontuacao
do questionario na equacéo (5), temos:

_564—0
~ 7409
V11

=457 (12)

O resultado desta andlise estatistica mostrou que o valor t calculado (4,57) a
partir dos dados da Tabela 13 (A-B) € maior do que o valor critico de t (2,23) obtido
da tabela t-student (TRIOLA, 2006) para o nivel de confianca de 95% e 10 graus de
liberdade. Como t> tcritico, rejeitamos a hipotese nula e podemos concluir que o
ensino do conceito de pH contextualizado com seu efeito no crescimento de

microrganismos foi significativo para os alunos.

Porém, analisando os dados absolutos, podemos verificar que a pontuacao
média dos alunos no questionéario foi de apenas 30% do total. Isso mostra que o
estudo aqui apresentado pode sofrer uma anomalia devido ao processo de ensino ser

realizado em salas de aula de outros professores em um tempo limitado.

Obviamente, se esta proposta for aplicada a alunos com uma formacdo mais
sélida num processo de ensino continuo, devera obter-se um melhor resultado no
questionario. Assim, acreditamos que contextualizar o conceito de pH com seus
efeitos na vida dos microrganismos € uma proposta promissora para ensinar esse

conhecimento a alunos do ensino médio.

5.4. Testando a estufa e o meio de cultura “caseiros”

A estufa bacterioldgica “caseira” (Figura 47), atinge uma temperatura de 35,3
°C apos 20 min de aquecimento a partir de uma temperatura ambiente de 25 °C. Deste

ponto em diante, a temperatura da estufa permanece relativamente constante, como
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demonstrado na Figura 48. Os materiais empregados para sua construgcdo sao

facilmente encontrados em qualquer loja comercial.

5.4.1. Estufa Bacterioldgica caseira

Figura 48 - Estufa Bacteriologica. Figura 47 - Perfil de aquecimento do forno bacteriolégico
caseiro.
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Fonte: Os autores, 2019. Fonte: Os autores, 2019.

5.4.2. Sobre o Meio de cultura “caseiro”

Muitas abordagens foram testadas durante o desenvolvimento do meio de
cultura “caseiro”. Inicialmente, experimentamos gelatina comercial. Este produto nao
mostrou-se uma boa opc¢ao para uso como meio de cultura genérico, pois foi mais
adequado para o cultivo de fungos. Além disso, sofre derretimento quando aquecido
a 35-37 °C no forno bacterioldgico . Outro agente gelificante é o 4gar-agar, facilmente
encontrado em qualquer loja de produtos naturais, sendo um ingrediente chave em
meios de cultura comerciais. No entanto, o agar-agar obtido em lojas de produtos

naturais € geralmente impuro.

Para contornar esse problema, fizemos um processo simples de purificagao.
Dissolvemos o &gar impuro em 4 vezes mais agua do que o necessario para gelifica-
lo. Em seguida, filtramos a solucao resultante em filtro de café tipo cone e o liquido foi
aguecido até atingir o volume onde o agar é gelificado. Esta etapa é importante porque
0 agar impuro utilizado diretamente como meio de cultura apresenta uma coloracao

esverdeada, que interfere na visualizacdo das unidades formadoras de colbnias.
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Resolvido o problema do ingrediente gel, tentamos usar apenas agar como
meio de cultura caseiro, mas sem sucesso. O agar purificado contém polissacarideos
que sao dificilmente degradados para alimentacdo dos microrganismos e, portanto,
nao observamos o crescimento de bactérias. Este problema foi resolvido adicionando

extrato de levedura no meio de cultura caseiro.

O extrato de levedura é rico em aminoécidos, sendo um nutriente comum em
meios de cultura como o Plate Count Agar (Merck e Sigma-Aldrich, 2018). Contudo o
extrato de levedura comercial ndo é um produto quimico barato. Assim, produzimos
um extrato de levedura a partir de fermento biolégico seco usando o método de
autolise (Jacob et al., 2019). No processo de autélise, usamos uma quantidade de
tempero para a carne, de forma que o teor de cloreto de sodio produzisse uma solucéo
salina com concentracdo igual a 0,086 mol L. Nosso meio de cultura caseiro

contendo agar, extrato de fermento e tempero para carne custa menos de R$6,00.

5.4.3. Resultados com o meio de cultura “caseiro”

Existem microrganismos que séo resistentes aos extremos de pH, sendo eles
denominados de acidofilos e alcalifilicos, como por exemplos, Cyanidium caldarium,
Ferroplasma sp. e Acidithiobacillus ferrooxidans, sendo os dois primeiros resistentes
a pH 0 e o ultimo vive em ambientes com pH entre 1,5 e 3,0. Por outro lado,
Natronobacterium, Bacillus firmus OF4, Spirulina spp. ndo sédo afetados por um pH
superior a 9 (pH 10,5) (ROTHSCHILD; MANCINELLI, 2001). Em nossos estudos
anteriores utilizamos microrganismos mesofilos, E.coli e S.aureus, mas a aquisicéo
dessas cepas para 0 ensino em escolas publicas com pouca infraestrutura € inviavel,

sendo assim, € importante, padronizar a fonte de microrganismos na atividade

experimental proposta.

O papel moeda é uma boa opgdo como fonte de microrganismos, pois
garantimos que que as mesmas unidades formadoras de colOnias estardo presentes
em todas as condicfes do estudo. Assim, o efeito do pH sobre os microrganismos
pode ser verificado indiretamente, independentemente da espécie de bactéria. A

Figura 49 mostra as imagens dos experimentos microbiolégicos usando o meio de
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cultura “caseiro”. Podemos observar que os microrganismos foram quase
completamente inibidos em pH menor que 2,5 (Figura 49 B e 1C) e maior que 13
(Figura 49 G). O meio de cultura caseiro funcionou de forma semelhante ao meio
Mueller-Hinton (Figura 49 1), indicando que é adequado utilizad-lo para realizar a
proposta de ensino interdisciplinar de pH, estudando seu efeito sobre a vida dos
microrganismos. Com o meio “caseiro” os custos da atividade pratica proposta sédo

sensivelmente reduzidos.

Figura 49 - Efeito do pH nos microrganismos do papel-moeda. Meio de cultura: I. Caseiro; Il. Mueller-
Hinton. Respectivas solu¢des e pH: A. Controle, para verificar a contaminacdo cruzada do meio
ambiente; B. Acido muriatico (pH 1); C. Vinagre (pH 2,5); D. Soluc&o de hidrogeno ftalato de potassio
- tampao secundario (pH 5); E. Solucdo de fosfato - tampao secundario (pH 7); F. Leite de magnésia
(pH 10); G. Solucéo caustica de soda (pH 13). Tempo e temperatura de incubacgéo: 20 h e 36°C.

Fonte: Os autores, 2019.
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6. CONCLUSAO

No desenvolvimento da atividade interdisciplinar para o ensino do conceito de
pH, equipamentos e reagentes “caseiros” foram elaborados com o intuito de viabilizar
economicamente a aplicagéo da proposta em escolas subfinanciadas. Os resultados
obtidos com os “produtos caseiros” foram similares aqueles obtidos com
equipamentos ou reagentes comerciais. Um simples multimetro digital varia na faixa
de R$20,00 a R$30,00 e o Op Amp empregado neste projeto custa em torno de
R$8,00. A estufa bacterioldgica construida custou menos do que R$40,00 e o meio de
cultura “caseiro”, cerca de R$6,00. Todos os produtos “caseiros” sdo cerca de dez

vezes mais baratos que seus equivalentes comerciais.

Nossa ideia com a atividade experimental descrita neste trabalho € permitir que
os alunos percebam como o pH afeta o crescimento dos microrganismos. O professor
pode trabalhar o conteddo de forma interdisciplinar ou multidisciplinar, explicando ao
mesmo tempo aspectos bioldgicos e quimicos aos alunos, principalmente quando este
€ associado com a higienizacdo eficiente de alimentos, o qual pode evitar sérias
adversidades como a intoxicacdo gastrointestinal, ou a transmissédo de doencas por
contaminacao cruzada. Quebrar as barreiras das disciplinas € fundamental para um

ensino mais efetivo e aceitar e executar o novo é um desafio.

A atividade também possibilita aos estudantes atingirem um nivel cognitivo
operatorio ndo-formal e formal sobre 0 assunto, pois ndo se limita a calculos quimicos
basicos de logaritmo ou definicdes equivocadas sobre o significado do pH. Assim, a
compreensao da aplicacao do conceito de pH permite aos estudantes intervirem no
seu dia-a-dia, como por exemplo, o atual cenario mundial de pandemia do Covid-19.
Por conta desse ocorrido, diversas noticias circularam nas redes sociais informando
o pH de algumas frutas que inibiam o coronavirus. O que chama atencdo nessa
noticia, sdo os valores de pH de algumas frutas &cidas, como limdo e laranja
apresentarem pH 9,0 e outras frutas com pHs superiores a 14. Se o aluno tivesse
adquirido um conhecimento basico do assunto, ele julgaria que se tratava de um Fake
News, tendo em mente que a escala de pH varia de 0 a 14, e faixa acida € abaixo de
7. Além disso, com uma aula contextualizada, o estudante poderia concluir que
temporariamente poderia usar vinagre para limpar embalagens de produtos e até

mesmo ajudar na higiene das maos, pois ele é acido e inibe o crescimento de alguns
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microrganismos. Mas nao basta o professor querer que o0 estudante seja
interdisciplinar e faca associagfes ao cotidiano da sociedade, uma vez que, muitos
destes profissionais ndo pdem em pratica esse querer! Antes de tudo, os docentes
precisam fazer sua parte, pois a interdisciplinaridade nao significa que uma unica
pessoa tem que saber tudo sobre varios assuntos, e sim, conhecer o necessério dos
assuntos envolvidos em um tema especifico. Entender que para isso funcionar, a
escola em geral ndo precisa caminhar junto, ou seja, ndo se faz necessario que todos
0os professores estejam em sintonia uns com outros para trabalhar e mostrar a

interdisciplinaridade para o aluno.

O ensino contextualizado é uma tentativa de responder aos alunos a famosa
pergunta “Onde que eu vou usar isso em minha vida?”. Saber, entender e
compreender 0s principios basicos da ciéncia e tecnologia, amplia as possibilidades
para argumentar e solucionar problemas em situacBes diarias. Mas para isso,
precisamos ter a mente aberta para receber as informacdes e fazer uso delas, uma
vez que somos ou deveriamos ser, seres em constantes transformacfes. Nada é
justificativa quando se quer realizar algo, e tudo é justificado quando ndo pretendesse

colocar em prética!
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