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APRESENTACAO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias”
de publicacdo da Atena Editora apresenta em seu 5° volume 37 capitulos com
tematicas voltadas a Educacdo, Agronomia, Arquitetura, Matematica, Geografia,
Ciéncias, Fisica, Quimica, Sistemas de Informacgédo e Engenharias.

No ambito geral, diversas areas de atuacdo no mercado necessitam ser
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores
econOmicos e sociais por meio de inovagdes tecnologicas. Neste volume encontram-
se estudos com teméaticas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovacéo,
aprendizagem significativa, caracterizagao fitoquimica de plantas medicinais, gestéo
de riscos, acessibilidade, anélises sensoriais e termodinadmicas, redes neurais e
computacionais, entre outras, visando agregar informacdes e conhecimentos para a
sociedade.

Os agradecimentos do Organizador e da Atena Editora aos estimados autores
que empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consisténcia,
visando potencializar o progresso da ciéncia, tecnologia e informacédo a fim de
estabelecer estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenarios
mundiais.

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino basico, graduacéao
e pos-graduacdo, bem como outros pesquisadores de instituicbes de ensino,
pesquisa e extenséo ao desenvolvimento estudos de casos e inovacgdes cientificas,
contribuindo na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconémico rumo
a sustentabilidade e avancos tecnolégicos.

Cleberton Correia Santos



SUMARIO

(03X = 1 U] 1 15 TR 1

DETERMINACAO DA ALTURA MANOMETRIQA DOS SISTEMAS DE DISTBIBUIQAO DE FLUIDOS
DO REATOR TUBULAR PRESENTE NO MODULO DIDATICO DE CINETICA E CALCULO DE
REATORES

Shara Katerine Moreira Jorge Leal

Rosilanny Soares Carvalho

Daiane Antunes Pinheiro

Vitor Soares

DOI 10.22533/at.ed.2321911091

(07X =1 1 W U 1 o 1 2R 12

ESTATISTICA COMO ELEMENTO NORTEADOR DO TRABALHO COM CONCEITOS
MATEMATICOS NOS ANOS INICIAIS

Daiani Finatto Bianchini

Catia Maria Nehring

DOI 10.22533/at.ed.2321911092

(03X =] 1 U] 1 1< J 26

ACAO CATALITICA DO CATALISADOR DE 22 GERACAO DE GRUBBS NA AUTO-METATESE DA
PIPERINA
Aline Aparecida Carvalho Franca
Vanessa Borges Vieira
Thais Teixeira da Silva
Samia Dantas Braga
Ludyane Nascimento Costa
John Cleiton dos Santos
Denise Araujo Sousa
Alexandre Didgenes Pereira
Benedito dos Santos Lima Neto
Francielle Alline Martins
Joseé Luiz Silva Sa
José Milton Elias de Matos

DOI 10.22533/at.ed.2321911093

(03X =] 1 U] o 1 SR 35

ACUMULADOR DE ENERGIA SOLAR PARA SECAGEM DAS AMENDOAS DE CACAU

Luiz Vinicius de Menezes Soglia
Jorge Henrique de Oliveiras Sales
Pedro Henrique Sales Girotto

DOI 10.22533/at.ed.2321911094

(07X = 1 W U 1 o 1 J RS 47

AITGEBRA LINEARNA ESCOLA E NAHISTORIA: UMA REVISAO BIBLIOGRAFICA DOS PRINCIPAIS
TOPICOS ENSINADOS

Leandro Teles Antunes dos Santos

Erasmo Tales Fonseca

Patricia Milagre de Freitas

DOI 10.22533/at.ed.2321911095




(07X = 1 U o X SRR 58

UMA POSSIBILIDADE DE CONCEBER A MATEMATICA E REALIDADE - MODELAGEM
MATEMATICA NA EDUCACAO

Morgana Scheller
Larica de Frena

Alan Felipe Bepler
Tayana Cruz de Souza

DOI 10.22533/at.ed.2321911096

(03X =] 1 U] 1 Ry 2 71

LETRAMENTO MATEMATICO: A ALFABETIZACAO MATEMATICA A PARTIR DE MATERIAIS
MANIPULAVEIS

Pamela Suelen Pantoja Egues
Cristiane Ruiz Gomes

DOI 10.22533/at.ed.2321911097

(03X =] 1 U] 1o X TR 79
METODO DE MULTIPLAS ESCALAS APLICADO AO OSCILADOR DE VAN DER POL

Higor Luis Silva
Denner Miranda Borges

DOI 10.22533/at.ed.2321911098

(07X = 1 U o X TR 86

ANALISE DE VIABILIDADE DE EMPREENDIMENTOS IMOBILIARIOS COM O USO DA SIMULAGAO
DE MONTE CARLO

lanyqui Falcao Costa
DOI 10.22533/at.ed.2321911099

(03X =] 1 U] 1 1 (o 103
DESENVOLVIMENTO DE APLICAQAO MOVEL EDUCATIVA PARA ACOMPANHANTES DE
PARTURIENTES

Adriana Parahyba Barroso
Jocileide Sales Campos
Edgar Marcal

DOI 10.22533/at.ed.23219110910

(03X = 1 U o 15 s TSR 113
ASPECTOS DO CICLO DE VIDA DE DADOS EM PROCESSOS DE CONSTRUQAO DE
ONTOLOGIAS BIOMEDICAS

Jeanne Louize Emygdio
Eduardo Ribeiro Felipe
Mauricio Barcellos Almeida

DOI 10.22533/at.ed.23219110911

(03X =1 1 U] 1o 15 -2 126

AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE VINHOS UTILIZANDO TECNICAS
ELETROANALITICAS E ESPECTROFOTOMETRICAS

Isaide de Araujo Rodrigues
Deracilde Santana da Silva Viégas
Ziel dos Santos Cardoso

Ana Maria de Oliveira Brett

DOI 10.22533/at.ed.23219110912




CAPITULOD 13 eoeeeeeeeeeeee e eeeeeeesesesssmeesessssesnsesnessesassesssesnnesnesssesssesnsssnessnessnesnsssnnens 138

AVALIAQAO DE ADITIVOS ANTIOXIDAN'[ES COMO INIBIDORES DA CORROSAO PROVOCADA
PELO BIODIESEL DE DIFERENTES MATERIAS-PRIMAS

José Geraldo Rocha Junior

Marcelle Dias dos Reis

Luana de Oliveira Santos

Andressa da Silva Antunes

Cristina Maria Barra

Sheisi Fonseca Leite da Silva Rocha

Otavio Raymundo La

Rosane Nora Castro

Matthieu Tubino

Acécia Adriana Saloméao

Willian Leonardo Gomes da Silva

DOI 10.22533/at.ed.23219110913

(03X =] 1 U 1o I 149

AVAL[AQAO DO TEOR DE FIBRAS EM IOGURTE SABOR CHOCOLATE ELABORADO COM
ADICAO DE BIOMASSA DE BANANA VERDE

Ana Cléia Moreira de Assis Frota

Marcia Facundo Aragéo

DOI 10.22533/at.ed.23219110914

(03X = 1 U] o 15 13NN 155

DIAGNOSTICO DAS PERDAS DE MATERIAIS NA CONSTRUCAO CIVIL

Daniel Ramos de Souza

Maycon Mickael Ribeiro Vasconcelos
Evandro Schmitt

irismar da Silva Genuino

DOI 10.22533/at.ed.23219110915

(03X = 1 U o 15 [ SRR 164

ESTUDO DE AQUECIMENTOS NOTURNOS SIMULTANEAMENTE A DIMINUICAO DA UMIDADE
SOBRE A CIDADE DO RIO DE JANEIRO

Hana Carolina Vieira da Silveira

Ana Cristina Pinto de Almeida Palmeira

DOI 10.22533/at.ed.23219110916

(03X =] 1 U] 1o 15 250 175

EXTRAGAO, PURIFICACAO E AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DO LIQUIDO CELOMATICO
DE MINHOCA DA ESPECIE Eisenia andrei

Taisa Werle

Jordana Finatto

Ketlin Fernanda Rodrigues

Gabriela Vettorello

Ani Carolina Weber

Sabrina Grando Cordeiro

Verbnica Vanessa Brandt

Ytan Andreine Schweizer

Valeriano Antonio Coberllini

Elisete Maria de Freitas

Eduardo Miranda Ethur

Lucélia Hoehne

DOI 10.22533/at.ed.23219110917




CAPITULOD 18 e et eeeeeteeeessesssmsesessssesnsesnsssesassessesnnesnesssesssesnsesnessnsssnssnsssnnens 188
A ABORDAGEM HISTORICA DE MATRIZ, DETERMINANTE E SISTEMAS LINEARES NOS LIVROS
DIDATICOS

Daniel Martins Nunes
Fabio Mendes Ramos
Fabricia Gracielle Santos

DOI 10.22533/at.ed.23219110918

(031211 1 1] 10 15 - PP 195
A QUIMICA DA MARCHETARIA: UMA PROPOSTA PARA O ENSINO DE QUIMICA

Caroline Ketlyn M. Da Silva

Francisca Georgiana M. do Nascimento

DOI 10.22533/at.ed.23219110919

(03X = 1 U] o 1o SRR 209
A UTILIZAQAO DE TECNOLOGIAS NA EDUCAQAO SUPERIOR

Robert Mady Nunes

Wilmar Borges Leal Junior
Marcos Dias da Conceicéo
Valber Sardi Lopes

Greice Quele Mesquita Almeida
Andrea Barboza Proto

Helais Santana Lourenco Mady
Suzane Aparecida Cordeiro

DOI 10.22533/at.ed.23219110920

CAPITULOD 27 ettt eeeeetee et eeeessmeesesssssssssnsssesaseessesnnesnssseesssesnsssmessnsssnssnsssnnens 221

SOLUCAO PARA EQUACAO INTEGRAL DE SCHRODINGER DE UMA ONDA ESPALHADA VIA
METODO DE FREDHOLM

Pedro Henrique Sales Girotto

Jorge Henrique de Oliveiras Sales

DOI 10.22533/at.ed.23219110921

(03X =] 1 U] 1o 172 233

ESTUDO MORFOLOGICO E CRISTALOGRAFICO DE DIFERENTES TIPOS DE CIMENTO
PORTLAND

Bento Francisco dos Santos Junior

Fabiane Santos Serpa

Eduardo Ubirajara Rodrigues Batista

Thuany Reis Sales

Adriele Santos Souza

Antonio Vieira Matos Neto

DOI 10.22533/at.ed.23219110922

(03X =] 1 U W o T X SRR 248
FATORES SOCIOECONOMICOS DO PERFIL DO EMPREENDEDOR BRASILEIRO

Felipe Kupka Feliciano
Antonio Marcos Feliciano
César Panisson

Edis Mafra Lapolli

DOI 10.22533/at.ed.23219110923




(03X = 1 U o 10 SRR 262
IDENTIFICAQAO DE DANOS ESTRUTURAIS USANDO REDES NEURAIS ARTIFICIAIS BASEADA
EM UM MODELO DE DANO CONTINUO

Rosilene Abreu Portella Corréa
Cleber de Almeida Corréa Junior
Jorge Luiz Pereira

DOI 10.22533/at.ed.23219110924

(03X =] 1 U] 1 13 274
APLICA(;AO DA TEORIA DE REDES PARA ANALISE LOGISTICA DOS HUBPORTS DA
CABOTAGEM BRASILEIRA

Carlos César Ribeiro Santos
Hernane Borges de Barros Pereira
Anderson da Silva Palmeira
Marcelo do Vale Cunha

DOI 10.22533/at.ed.23219110925

(03X =] 1 U] o 1 SRR 287
IMPREGNAQAO INCIPIENTE DE HSiW EM ZEOLITA Y PARA PRODUQAO DE ACETATO DE
BUTILA

Mateus Freitas Paiva

Juliene Oliveira Campos de Franca
Elon Ferreira de Freitas

José Alves Dias

Silvia Claudia Loureiro Dias

DOI 10.22533/at.ed.23219110926

(03X = 1 W U o 1y AR SRR 208

MULTISCALE SPATIAL INFLUENCE ON METABOLITES IN JABUTICABA

Gustavo Amorim Santos
Luciane Dias Pereira
Suzana da Costa Santos
Pedro Henrique Ferri

DOI 10.22533/at.ed.23219110927

(03X =] 1 U] o 1 310

O ENSINO DE MATEMATICA POR MEIO DA LINGUAGEM TEATRAL

Fabiana Gerusa Leindeker da Silva
Tamires Bon Vieira

Monalisa da Silva

Leonardo Geziel de Matos Dada
Carla Daniela Guasseli da Silva Engel

DOI 10.22533/at.ed.23219110928

(03X =] 1 U] 1o 1L SRR 319

O ESTUDO DE PIRAMIDES COM A UTILIZAGAO DO “VOLPIR”

Renato Darcio Noleto Silva
Cinthia Cunha Maradei Pereira
Fabio José da Costa Alves

DOI 10.22533/at.ed.23219110929




CAPITULO 30 ....eicerecreseessesesssesssssessssessssssessssessssssessssessssssssssssssasssssssssssasasessasens 333
O USO DO CELUL~AR NO I?ROCESSO DE ENSINO APRENDIZAGEM: UMA ANALISE A PARTIR
DAS CONTRIBUICOES TEORICAS DE VYGOTSKY

Jerry Wendell Rocha Salazar

Delcineide Maria Ferreira Segadilha

DOI 10.22533/at.ed.23219110930

(03X =] 1 U] e 1< 5 345

BREVE ANALISE DA FERRAMENTA CONSTRUCT 2® COMO OBJETO DE EXTENSAO
UNIVERSITARIA

Monys Martins Nicolau

Eryslania Abrantes Lima

Solon Diego Garcia Moreira

Amanda Oliveira de Miranda

Saymon Bezerra de Sousa Maciel

Elder Goncalves Pereira

DOI 10.22533/at.ed.23219110931

(03X =] 1 U] o 1< 72 SRR 355
PERCEPQAO DOCENTE SOBRE AS DIFICULDADES DOS ACADEMICOS NA ELABORAQAO DE
RELATORIOS EXPERIMENTAIS DE QUIMICA

Klenicy Kazumy de Lima Yamaguchi
Hudinilson Kendy de Lima Yamaguchi
Vera Lucia Imbiriba Bentes

DOI 10.22533/at.ed.23219110932

(03X = 1 U o T & SRR 366

PROPOSTA DE UM INSTRUMENTO PARA LEVANTANTAMENTO DE REQUISITOS FUNCIONAIS
PARA ACONSTRUCAO DE UMA FERRAMENTA DE GESTAO DO CONHECIMENTO NA INDUSTRIA
DE SOFTWARE

Gisele Caroline Urbano Lourengo

Mariana Oliveira

Danieli Pinto

Nelson Tenorio

Pedro Henrique Lobato

Amanda Vidotti

DOI 10.22533/at.ed.23219110933

(03N =] 1 U o T R 376

O SOFTWARE GEOGEBRA: MEDIADOR DA APRENDIZAGEM DE CONCEITOS DE GEOMETRIA
DE UMA ALUNA NAO ALFABETIZADA

Taiane de Oliveira Rocha Araujo
Maria Deusa Ferreira da Silva

DOI 10.22533/at.ed.23219110934

(03X = 1 U o T 1SS 385

RESOLUCAO CINETICA DINAMICA DE AMINAS BENZILICAS SUBSTITUIDAS UTILIZANDO
CATALISADOR DE Pd SUPORTADO EM MgCO,

Fernanda Amaral de Siqueira

Camila Rodrigues Cabreira

Pedro Henrigue Kamogawa Chaves

DOI 10.22533/at.ed.23219110935




(03X = 1 U o 1< 1< SRR 396

SEQUENCIA DIDATICA PARA O ENSINO DE QUIMICA ORGANICA UTILIZANDO JOGOS DIGITAIS:
UMA VISAO TEORICA

Francisco Glauber de Brito Silva
Leonardo Alcéntara Alves

DOI 10.22533/at.ed.23219110936

(03X =] 1 5 U] 1o I 7 A0S 407

ANALISE DA RESISTENCIA A PUCNTURA DO COBRE POR ENSAIO PADRONIZADO DE
ULTRAMICRODUREZA

Eduardo Braga Costa Santos

Denise Dantas Muniz

Eliandro Pereira Teles

Danielle Guedes de Lima Cavalcante
Ricardo Alves da Silva

DOI 10.22533/at.ed.23219110937

SOBRE O ORGANIZADOR......cciiiimtiminnnimisnssnissssnissssssssssssssssssssssssssssssssssnss 419

INDICE REMISSIVO ...ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesasssnessessssssnsssnssssessssssssnsssnssseessssnnssnnsnns 420




CAPITULO 17

EXTRACAO, PURIFICACAO E AVALIAQAO DAS
CARACTERISTICAS DO LiQUIDO,CELOMATICO DE
MINHOCA DA ESPECIE Eisenia andrei

Taisa Werle

Jordana Finatto

Ketlin Fernanda Rodrigues
Gabriela Vettorello

Ani Carolina Weber
Sabrina Grando Cordeiro
Verdnica Vanessa Brandt
Ytan Andreine Schweizer
Valeriano Anténio Coberllini
Elisete Maria de Freitas
Eduardo Miranda Ethur
Lucélia Hoehne

RESUMO: As
tecnologia de vermicompostagem, auxiliam

minhocas, por meio da
na decomposicdo da matéria organica e na
producao de humus, substancia valorizada pela
agricultura. Além disso, esses animais estédo
sendo pesquisados pela sua capacidade de
sobreviver livre de infec¢gdes no meio ambiente.
Acredita-se que o liquido celomatico, substancia
que elas liberam quando se sentem ameacadas,
seja fundamental para essa imunidade inata.
Dessa forma, o trabalho teve o objetivo de
estudar formas de extracdo e purificacdo do
liquido celomatico, bem como sua capacidade
antimicrobiana. Aextracao obteve maior sucesso
com o método de resfriamento, tendo o liquido
sido purificado por filtragdo com membrana.
A atividade antimicrobiana foi restrita, pois o

Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias 5

procedimento testado n&o demonstrou acéo
inibidora do liquido celomatico.
PALAVRAS-CHAVE: Minhocas.
celomético. Atividade antimicrobiana.

Liquido

ABSTRACT: Earthworms, using vermicompost
technology,
organic matter and in the production of humus,

help in the decomposition of
a substance valued by agriculture. In addition,
these animals are being screened for their ability
to survive free frominfections in the environment.
It is believed that coelomic fluid, the substance
they release when they feel threatened, is
central to this innate immunity. Thus, the
work intends to study forms of extraction and
purification of the coelomic fluid, as well as its
antimicrobial capacity. The extraction was more
successful with the cooling method, and the
liquid was purified by membrane filtration. The
antimicrobial activity was restricted because the
procedure tested did not demonstrate inhibitory
action of the coelomic fluid.

KEYWORDS: Solid waste.
Coelomic fluid. Antimicrobial capacity.

Earthworms.

11 INTRODUCAO

As minhocas possuem um papel de
grande importancia na natureza, pois sao
responsaveis pela decomposicdo da matéria
organica do solo e pela formacdo do humus
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natural, componente imprescindivel as terras férteis (AMABIS; MARTHO, 2001). A
utilizacao desses animais por meio da biotecnologia da vermicompostagem, tem
contribuido para o sucesso da regeneracdao de solos empobrecidos, auxiliando na
recomposicao dos nutrientes necessarios ao crescimento dos vegetais (STEVENS,
2014).

Além da funcédo fertilizadora, as minhocas tém despertado o interesse de
muitos pesquisadores em razdo de sua capacidade de sobreviver livre de infeccbes
em meio ao solo e aos residuos organicos. Essa habilidade estd sendo estudada
em diversas linhas de pesquisa (RIBEIRO, 2014). Neste trabalho, pretende-se
pesquisar a respeito do liquido celomatico, substancia que € liberada quando as
minhocas se sentem ameacgadas. Acredita-se que o liquido celomatico tenha papel
fundamental na imunidade inata desse animal. O estudo do liquido celomatico é
muito promissor, pois podera servir para a produ¢cao de medicamentos, antibiéticos
ou produtos quimicos para a industria cosmética (ALTMAYER, 2014).

Dessa forma, esse estudo apresenta como objetivos: a) desenvolver
metodologias para extrair o liquido celomatico da minhoca; b) avaliar metodologia
para purificar o liquido celomatico da minhoca; c) analisar as caracteristicas do liquido
celomatico; d) avaliar as caracteristicas microbiolégicas do liquido celomatico.

2 | REFERENCIAL TEORICO

2.1 Minhocas

As minhocas pertencem ao Reino Animalia e fazem parte do ecossistema
terrestre. Esses animais de corpo cilindrico pertencem ao filo Annelida e sao divididos
em metameros, que se assemelham a anéis, por isso sdo chamados de anelideos.
Os anelideos, segundo Linhares e Gewandsznajder (1998), podem ser divididos
em trés classes: Polychaeta (poliquetas), Oligochaeta (oligoquetas) e Hirudinea
(hirudineos). Inseridas no filo Annelida, as minhocas pertencem a classe Oligochaeta
ou das Oligoquetas (PEREIRA, 1997). Existem no ecossistema terrestre diversas
espécies de minhocas. Segundo Schiedeck (2010, arquivo digital), 0 numero de
espécies terrestres pode superar quatro mil, divididas em trés grupos ecoldgicos:
anécicas, endogeicas e epigeicas.

No Brasil, estdo descritas e catalogadas em torno de 350 espécies de minhocas,
entre nativas e exéticas, havendo estimativas que indicam que podem existir até
duas mil espécies desses invertebrados nos solos brasileiros.

Conforme Antoniolli et al. apud Stevens (2014, p. 24), “(...) devido a rapida taxa
de crescimento, adaptabilidade as condicbes de cativeiro e alta taxa de multiplicacéo,
a espécie mais utilizada pelos pesquisadores é a Eisenia andrei, também conhecida
como Vermelha-da-california”.
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2.2 Imunidade inata

Héa estudos que indicam que as minhocas surgiram no planeta ha cerca de 600
milhdes de anos. Asobrevivéncia e o sucesso em termos evolutivos se deram em razao
da capacidade de adaptacao a diversas condi¢des climaticas e de disponibilidade de
alimento (SCHIEDECK; SCHIAVON; SCHWENGBER, 2009, texto digital).

A imunidade inata € comum a todos os organismos multicelulares, podendo
ser considerada uma primeira linha de defesa (EMERENCIANO, 2014). Segundo
esse autor, a imunidade inata “pode ser definida como um conjunto de mecanismos
responsaveis por proteger o organismo contra infeccdes, independente de prévia
€exposicao a micro-organismos ou outros patdégenos”.

O sistema de imunidade inata evoluiu desenvolvendo uma série de estratégias
para identificacdo do proprio e do nao préprio, com base no reconhecimento de
padrées celulares (EMERENCIANO, 2014). Assim, segundo o autor, “os padrbes
sao decifrados por receptores que induzem ou inibem uma resposta imunologica,
dependendo do significado dos sinais” (EMERENCIANO, 2014, p. 23). Dessa forma,
qguando é reconhecido algum patbégeno, sao ativados os mecanismos responsaveis
pela sua destruicdo. Existe ainda o reconhecimento dos auto-antigenos, que
se baseiam na deteccdo de marcadores especificos de estado anormal que séo
induzidos ap0s a infeccéo a transformacéo celular (EMERENCIANO, 2014). Assim,
os marcadores identificam as células infectadas para a eliminacéo delas por meio do
sistema imunitario.

Nas minhocas, o fluido celomatico contém células e muitos componentes
moleculares envolvidos em sua imunidade inata, elas se defendem contra patégenos
pela camada de muco que possuem na superficie da pele. Contudo, quando esse
tipo de defesa falha, as minhocas liberam o liquido celomatico, uma secrecao
mucilaginosa de defesa importante no sistema de imunidade antibacteriana destes
animais. Por isso, alguns antibi6ticos liquidos tém sido desenvolvidos a partir do
fluido celoméatico da minhoca, onde ja foram detectados aminoacidos como arginina
e lisina (ALTMAYER, 2014).

2.3 Bactérias

As bactérias, agrupadas no Reino Monera, sdo organismos unicelulares
procaridticos, pois suas células ndo apresentam nudcleo organizado (AMABIS;
MARTHO, 2001). Elas sédo encontradas em todos os ecossistemas da Terra
e apresentam grande importéncia para a saude, para 0 meio ambiente e para a
economia. Elas podem ser encontradas no mar, na agua doce, no solo, no ar, bem
como no interior de muitos seres vivos (SOBIOLOGIA, 2016, arquivo digital).

Certas espécies de bactérias desempenham papel importante como
decompositoras na cadeia alimentar, atuando na reciclagem da matéria orgéanica.
Além disso, no setor de biotecnologia, as bactérias vém sendo largamente utilizadas
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na producdo de queijos, iogurtes e requeijoes (AMABIS; MARTHO, 2001). Ainda,
segundo esses autores, (2001, p. 220), “(...) as bactérias s&o muito utilizadas pela
industria farmacéutica como fonte de antibiéticos e vitaminas”. Ja a industria quimica
também utiliza bactérias na fabricacdo de substéncias como acetona, metanol e
etanol. Por meio da engenharia genética pesquisadores tém produzido substancias
de interesse comercial a partir das bactérias, como hormébnio de crescimento e
insulina (AMABIS; MARTHO, 2001).

Algumas bactérias séo importantes também para a fertilizacdo do solo, pois
sao responsaveis pela fixacdo do nitrogénio, que pode ser aproveitado por outros
seres Vivos.

2.4 Micro-organismos patégenos

Muitas das doencas que afetam os seres humanos também s&o causadas por
bactérias patogénicas. Segundo Amabis e Martho (2001, p. 221), “a maioria das
doencas bacterianas € provocada por substancias toxicas que as bactérias fabricam”.
Entre as doencas causadas por bactérias, podemos citar: tuberculose, hanseniase,
difteria, coqueluche, pneumonia, tétano, leptospirose, disenterias, gonorréia, sifilis,
meningite meningococica, cblera, entre outras.

Normalmente as infecgdes causadas por bactérias séo tratadas por antibioticos,
0S quais precisam ser usados com receituario médico e por periodos de tempo
corretos. O uso indiscriminado de antibidéticos pode acabar por selecionar e
favorecer linhagens de bactérias resistentes, dificultando o tratamento de doencas
(SOBIOLOGIA, 2016, arquivo digital).

Algumas bactérias, também chamadas de oportunistas, como o Streptococcus
pneumoniae, uma bactéria que vive na garganta de pessoas sadias, causam doencas
guando nosso sistema imunitario fica enfraquecido (AMABIS; MARTHO, 2001). As
doencas bacterianas se transmitem por goticulas de saliva (no caso de tuberculose,
lepra), por contato com alimento e agua contaminados (no caso de disenterias,
tétano, cdlera ou leptospirose) ou mesmo por contato sexual (em casos de gonorréia
e sifilis) (LINHARES, GEWANDSZNAJDER, 1998).

2.5 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli € um bastonete Gram-negativo que pode causar
muitas infec¢des do sistema digestivo e do trato urinario. Esta bactéria pode ser
responsavel por cerca de 90% das infeccbes em mulheres jovens, podendo causar
bacteremia em casos mais graves. Algumas das cepas de E. coli possuem fimbrias,
estruturas que funcionam para aderir as bactérias umas as outras, bem como para
a fixacéo delas a superficie das células de hospedeiros. Nos casos de diarreias
provocadas por cepas de E. coli o emprego de antibidticos s6 sera utilizado em
casos graves, pois o reequilibrio hidroeletrolitico é o principal tratamento (AMABIS;
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MARTHO, 2001). Assim, torna-se importante desenvolver demais bactericidas, como
estudo do liquido celomatico de minhocas.

3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bromatologia da sala
414 do Prédio 8 da Univates. O Laboratério conta com diversos equipamentos que
dao suporte as analises fisico-quimicas: banho-maria, destiladores, freezer, bloco
digestor, entre outros.

3.2 Coleta e manutencao dos animais

A coleta das minhocas foi realizada no minhocério localizado no Tecnovates da
Univates. No minhocario existem minhocas da espécie Eisenia andrei, alimentadas
com restos de alimentos, que s&o misturados ao solo presente.

Apbs a coleta no minhocério, precisaram-se lavar os animais com agua
ultrapura. As minhocas ficaram dormentes por um dia dentro da agua a fim de limpa-
las de qualquer residuo do solo e de dejetos fecais. Depois desse procedimento os
anelideos estavam aptos para serem utilizados nos testes de extracédo de liquido
celomatico.

3.3 Materiais utilizados

Foram utilizados como materiais: solu¢ao de cloreto de so6dio 0,1% (NaCl), disco
para antibiograma, contendo antibiético ciprofloxacino 5 pyg da Laborclin®, salina
0,85%, discos de papel filtro autoclavado, tubo falcon, tubos de ensaio, al¢cas, cubeta
de vidro de quartzo, solucéo de &cido nitrico 10%, luvas nitrilicas, meio de cultura
Mueller Hinton, fitas indicadoras de pH MColorpHast™ e Kit Labtest proteinas totais.
Além disso, utilizou-se ainda: placas de petry de plastico, tubos de ensaio, bastdes
de vidro, cronébmetro, banho-maria, freezer, pipetador automatico, pipetas, tubo de
plastico, fonte de corrente continua, espectrofotdmetro, capela de fluxo laminar,
gabinete de esterelizacao, estufa, pingas, canaleta, autoclave e vortex.

3.4 Métodos e procedimentos gerais para extracao do liquido celomatico

O primeiro procedimento testado para extragdo consistiu em aquecimento por
meio de um banho-maria com temperatura de 45 °C. Para tanto, as minhocas foram
colocadas individualmente dentro de tubos de ensaio com auxilio de um bastéo,
juntamente com 5 ml de agua ultrapura. A figura 1 demonstra a preparacao dos tubos
com as minhocas.
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Figura 1 — Foto dos tubos de ensaio e sua disposicao

Os dez tubos foram colocados juntos no banho-maria e a cada dez minutos
retirava-se uma duplicata e verificava-se o comportamento dos animais e a liberagao
de liquido celomatico. Esse teste teve a duracéo total de 50 minutos.

O segundo método realizado foi a exposi¢céo ao frio. Para tanto, utilizou-se o
freezer com temperatura de -18°C como apoio para resfriamento dos animais. Cada
minhoca foi colocada em uma placa de Petry de plastico com auxilio de bastéo de
vidro. Utilizaram-se dez animais e dez placas, conforme demonstra a Figura 2.

Figura 2 — Foto das placas de Petry e sua disposicéo

As dez placas foram submetidas a uma temperatura de -18 °C dentro de um
freezer, retirando-se cada duplicata de dez em dez minutos, para, ao final, observar-
se os resultados obtidos.

A terceira metodologia testada foi a aplicacédo de choques elétricos de 9 volts
nos animais. Para tanto, testou-se trés procedimentos. No primeiro, foi colocada
uma minhoca em uma placa de Petry aplicou-se choques elétricos de 9 volts de dez
em dez segundos por 5 minutos. No segundo procedimento, novamente colocou-
se uma minhoca numa placa com 100 microlitros de uma solugdo de NaCl 0,1%.
Na sequéncia, aplicou-se o choque de dez em dez segundos por 5 minutos. No
terceiro procedimento colocou-se uma minhoca na placa com solugéo e aplicou-se
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dez choques de 9 volts seguidos por 40 segundos. A Figura 3 evidencia um teste de
choque.

Figura 3 — Foto do procedimento de choque usando eletrodos

Os métodos foram repetidos em varios dias ao longo de um més para a obtencgéao
de quantidades satisfatérias para o desenvolvimento do presente trabalho.

O liquido celomatico extraido com os testes foi devidamente coletado com
pipetador automatico, para posteriormente ser transferido a tubos plasticos. Esses
tubos foram identificados e armazenados no freezer.

3.5 Métodos de purificacao do liquido celomatico

Foram usados 3 tubos contendo o liquido celomatico. O liquido celomatico
extraido foi descongelado e utilizado em temperatura ambiente. O primeiro foi filtrado
usando uma membrana. O segundo foi submetido a radiagéo ultravioleta de 250 nm.
O terceiro tubo foi usado como o branco, ou seja, ndo sofreu nenhum tratamento.

Para o primeiro ensaio utilizou-se capela de fluxo laminar, a fim de deixar o
local de trabalho sem presenca de micro-organismos que pudessem comprometer
o ensaio. Utilizou-se uma seringa estéril com agulha para sugar o liquido de dentro
do tubo, que continha em torno de 1 ml de liquido celomatico. Depois de cheia a
seringa, se desconectou a agulha e acoplou-se a seringa no holdercom a membrana
filtrante 0,22 ym. Entdo a amostra foi filtrada e armazenada em outro tubo plastico
estéril.

O segundo método para purificagao foi por meio de exposicao a luz ultravioleta
com comprimento de onda de 250 nm. Utilizou-se um gabinete que irradiava a luz
para o frasco plastico que se encontrava aberto dentro da cabine. O material ficou
exposto a radiacao por 40 minutos.

Apbds os procedimentos supracitados descritos, o liquido celomatico foi
distribuido em placas de que continha meio Mueller Hinton, meio n&o seletivo e
identificadas conforme o procedimento realizado. Na primeira placa estava o liquido
purificado por membrana, na segunda placa foi armazenada amostra exposta com
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radiacao ultravioleta e na terceira liquido celomatico integro, sem qualquer tipo de
purificacdo. O objetivo era a comparacao da eficiéncia dos métodos. Apds, as trés
placas de Petry foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas.

3.6 Método de avaliacao do pH do liquido celomatico

Para a determinacdo do ensaio de pH utilizou-se fita indicadora de pH
MColorpHast™, que foi mergulhada no liquido dentro do tubo plastico. Também se
usou um pHmetro para conferir, dissolvendo 1 mL em 5 mL de agua.(LUTZ, 2008)

3.7 Método de avaliacao da proteina do liquido celomatico

O teste foi realizado por meio do método colorimétrico de proteinas totais da
marca Labtest para ver a concentracdo de proteina existente na amostra. O teste
consistiu em adicionar 0,020 mL da amostra e 1 mL do reagente Biureto em um tubo
de ensaio. Incubou-se a amostra a 37 °C por 10 minutos e apds foi determinada a
absorbancia do teste e do padrao (albumina bovina) em um espectrofotdmetro de
absorcao molecular em 545 nm.

3.8 Método de avaliacao da capacidade antimicrobiana do liquido celomatico

Primeiramente, iniciou-se com a preparacdo do inoculo. Ajustou-se o in6culo
bacteriano da E. coli com salina 0,85%, segundo Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI — a solucédo salina deve estar em 0,85% a 0,9%, usando tubo
Falcon com tampa estéril previamente autoclavados (ANVISA, 2016, texto digital).
Repicaram-se algumas col6nias a partir da placa previamente preparada para a
salina, com auxilio de alca estéril e homogeneizando para ndao haver precipitagdes.
Fez-se necessario utilizar agitacdo em vortex.

Apos, retirou-se parte do homogeneizado para a cubeta de vidro de quartzo
para realizar a leitura de absorbancia em espectrofotometro (UV/VIS), empregando
a solucéao salina como branco em 625 nm. Da literatura “a absorbancia aceitavel é
entre 0,08 e 0,09, a qual corresponde a uma concentracao de 1 x 108 UFC, ou seja,
a 0,5 na escala de Mc Farland” (ANVISA, 2016, texto digital).

No tubo falcon contendo 10 mL de solugéo salina, retirou-se 1 mL com diluic&o
de 108, passando-se 1 mL da salina para outro tubo, que resultou uma diluicdo de 10’
e assim por diante repetindo-se os procedimentos até chegar a uma diluicao de 10".

Na sequéncia foram feitas as diluicbes que foram inoculadas em placas
contendo meio Mueller Hinton (meio ndo seletivo) utilizados 200 pL de cada diluicéo.
Esse processo foi feito em triplicata, sendo que o inoculo foi seco com o auxilio de
alca de drigalski.

Em cada placa foi acrescentado um disco de antibidtico contendo ciprofloxacino
5 pg da marca Laborclin® e um disco de papel filtro autoclavado embebido em liquido
celomatico previamente filtrado em membrana oriundo de minhocas.

Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias 5 Capitulo 17




O liquido celomatico foi previamente filtrado com o auxilio de membrana com
porosidade de 0,22 ym. As placas contendo o in6culo mais os discos (antibibtico e
discos com liquido celomatico) foram incubadas por 24 horas em estufa a 35 °C.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados das extracoes

O primeiro teste realizado para extragcdo foi por meio de uma técnica de
aquecimento. As minhocas, apdés 10 minutos de exposicdo ao calor por meio do
banho-maria, comecaram a soltar sangue, ndo sendo possivel analisar o fluido.
Assim, nédo houve liberacao de liquido celomatico e os animais acabaram morrendo
ao longo do teste. Dessa forma, esse experimento n&o foi eficiente para a extracéao
e a coleta do liquido celomatico.

No teste por meio do resfriamento teve-se maior facilidade para a execucgao
do método. O teste era simples porque precisava somente de placas e um freezer.
Esse método foi eficiente, pois houve a liberacéo de liquido celomatico. A quantidade
liberada foi em média de 0,05 pL de liquido celomatico por minhoca. Cabe destacar
também que nesse método as minhocas resistiram e liberaram liquido por até 30
minutos expostas ao resfriamento. A morte dos animais foi menor em comparacao
aos outros métodos e mais acentuada apds os 30 minutos de exposi¢ao ao frio.

O terceiro teste foi a exposicdo ao choque elétrico. Apés a aplicacdo dos
choques, houve a liberacao de liquido celomatico em pequena quantidade. Contudo,
o liquido liberado acabou se misturando com a solucéo de NaCl 0,1% presente na
placa, dificultando a separac&o. Na placa que nao tinha solugéo, a coleta se tornou
dificil porque a quantidade de liquido era infima e acabava secando na placa.

Esse procedimento requer o uso de fonte de corrente continua, o que o torna
mais dificil para ser executado. Além disso, foi utilizada uma solugcéo de NaCl 0,1%,
prejudicando posteriormente a separacao do liquido obtido da solugao. O método foi
eficiente, mas em comparag¢ao ao método de resfriamento, houve liberagcao menor.
A quantidade obtida aqui foi em média de 0,02 pyL por minhoca. Ainda, cabe ressaltar
que o liquido liberado precisava ser separado da solucdo de NaCl. Em alguns
momentos observou-se uma liberagcdo de sangue também, resultando na morte do
animal.

Pode-se verificar que o liquido celomatico extraido possui cor amarelada,
aspecto viscoso e quase nao apresenta cheiro. Dessa forma, a melhor condicéao
para extracdo do liquido foi durante o procedimento de resfriamento. A Figura 4
mostra o resultado do procedimento de extracao pelo método de resfriamento.
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Figura 4 — Foto do liquido celomatico armazenado em tubos.

4.2 Resultados da purificacao do liquido celomatico

A purificacdo por meio de exposicdo da amostra na radiacdo UV néo foi eficaz,
pois se observou na placa, apés as 24 horas, crescimento microbiano. Assim,
esse método nao apresentou resultados satisfatérios para a purificagdo do liquido
celomatico.

Usando o método da filtracdo, na membrana apds 24 horas de incubacéo,
obteve-se auséncia do crescimento microbiano na placa. Essa metodologia
empregada foi eficiente para retirar da amostra componentes que geram perda da
atividade bactericida da mesma.

Por fim, conclui-se que a purificagao foi importante, pois o liquido celomatico
extraido apresentava contaminacgao pela presenca de micro-organismos.

4.3 Resultados do teste de proteina

Com a realizagao do teste para proteinas totais, verificou-se o valor de 1,034%
de proteina no liquido celomatico oriundo da minhoca. Para esclarecimento, a
quantidade de proteinas encontrada na carne de gado equivale a 22,65%, na carne
de frango, 18,91% e na carne suina o teor de proteinas é de 21,32% (HAUTRIVE et.
al, 2012).

Assim, em comparacao com proteinas oriundas de carnes de outros animais,
verifica-se que esse valor é pequeno, porém essa proteina foi extraida apenas do
liquido celomatico, ndo necessitando de sacrificar o animal, diferente das proteinas
supracitadas.

O método nao apresentou grandes dificuldades, pois foram poucos reagentes
utilizados. O teste foi eficiente e permitiu a obtencdo da quantidade de proteinas
presentes no liquido celomatico. Cabe salientar que o pH do liquido permaneceu em
torno de 6, evindenciando pH perto da neutralidade.

4.4 Resultados do método de avaliacao da capacidade antimicrobiana do liquido
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celomatico

Apds 24 horas, observou-se que o padrao de ciprofloxacino utilizado apresentou
halo ao seu redor em torno de 3,5 mm a 4 mm. Ja no disco embebido com liquido
celomatico ndo se formou nenhum halo. A Figura 5 mostra o resultado obtido no
teste de capacidade antimicrobiana.

Disco embebido no liquido celomatico Disco de antibidtico ciprofloxacino

Figura 5 — Foto da atividade antimicrobiana no disco de liquido celomatico e no antibiético.

O teste apresentou certa complexidade. O procedimento demandou a utilizagao
de antibi6ticos, meios de cultura, varios materiais autoclavados e a preparacao de
placas. O tempo gasto no teste foi grande, pois ap6s a preparacéo inicial do in6culo,
que durou por volta de 2 horas, foi preciso esperar o crescimento microbiano em
estufa por 24 horas. Na sequéncia, foram realizadas as leituras das placas.

O processo com a utilizagdo do padrdo com antibiotico ciprofloxacino foi eficaz
para a inibicdo do crescimento da bactéria Escherichia coli, pois se formou um halo
ao seu redor, indicando agao antimicrobiana.

Ja na placa com o disco embebido com liquido celomatico ja purificado, nao
houve acdo antimicrobiana, pois a bactéria em questdo cresceu naturalmente,
avangando ao seu redor.

Com isso, percebeu-se que o resultado do liquido celomatico, no experimento,
néo foi eficiente para a inibicdo do crescimento da bactéria E. coli.

51 CONCLUSAO

O estudo foi importante para avaliar qual método de extracdao de liquido
celomatico apresenta mais eficiéncia, proporcionando maior quantidade de liquido
liberado. Dessa forma, o procedimento de resfriamento foi o mais adequado e que
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atingiu os objetivos esperados para a coleta do liquido.

Por meio do experimento foi fundamental realizar-se a purificagdo, porque
o liquido j& apresentava contaminacdo apds ser coletado. Assim, descobriu-se
um método eficiente para purificar o liquido celoméatico, através da filtracao por
membrana.

A avaliacdo do liquido celomatico se torna fundamental para conhecer as
propriedades fisico-quimicas da substancia estudada, podendo-se conhecer o pH e
sua classificacéo dentro da escala de acidez. Também foi importante a descoberta da
quantidade de proteinas do liquido, pois podem servir de pardmetro na comparacéao
com outros estudos.

A metodologia empregada para avaliar a capacidade antimicrobiana foi eficiente
pois o padrao usado se comportou de forma esperada. Na placa onde foi colocado
o disco de ciprofloxacino visualizou-se a presenca de halo, provando que houve
inibicdo de crescimento bacteriano. Ja no disco contendo o liquido celomatico, ndo
houve a formacédo de halo e a bactéria E. coli cresceu ao redor do disco. Assim, 0s
padroes testados comprovaram que o liquido celomatico nao inibiu o crescimento
da bactéria Escherichia coli. Dessa forma, novos estudos podem ser testados com
novas metodologias para que se possa comprovar ou hdao a agédo antimicrobiana
do liquido celomatico oriundo da minhoca da espécie Eisenia andrei aplicando em
outros micro-organismos.
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