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1- INTRODUCAO

A glicdbilidade de ondes utrasbnicas é encontrada em diversos campos na
medicina em diagnddico e tergpia, em indidrias na &ea de soldagem, corte de maerid,
aomizacdo, limpeza de jOias, dexcontaminecido de indrumentos meédicos e eguipamentos
dimenticios, dispersio de pigmentos e presarvacdo do meio liquido entre outros (MASON,
2000). Recentemente a utilizacdo do ultrasom s edende também no tratamento de &gua para
abastecimento humano juntamente com os processos tradicionais (NEIS, 2000).

Exigem pesquisss sobre a dficiéncia da sonicacdo no controle, extragdo ou
aivacdo de substéncias em bactérias e fungos, mas anda ndo foram encontradas em microdges,
gue assm como outros microrganismos S0 indesgaveis na &ua paa consumo humano. As
microdgas podem proliferar rapidamente formando as “floracbes’ causadoras de gosto e odor
repdentes em &guas de abastecimento ou anda podem proteger bactérias, inclusve patogénicas,
Que sio por eas veculadas por exemplo, dgas que possuem mudlagem como Chlordla,
Closterium Cosmarium e certas espécies de Gomphosphaeria. Além diso, dgumas microdges
encontradas em ambientes  eutrdficos  produzem toxines, podendo provocar a morte de
organiSMas que as consumirem.

No tratamento convenciond o filtro ndo chega a remover 90% das agas presentes
na &ua dese modo microrganismos passam peo tratamento acumulando-se no fundo de
reservatorios de digribuicio, no interior das candizagbes ou nos reservadrios domiciliares
(BRANCO, 1986).



No combate as floragbes de microdgas encontramse diferentes respostas para
cada expécie, dgumas sB0 sensivels outras resgtentes a determinado tipo de dgicida, desta forma
a Chlordla gpesar de ser sensivel a0 sulfeto de cobre, é resstente ao cloro e aoutros dgicidas.
Condgderando que 0 acrécimo destas subgtancias passa a ser também contaminantes (no caso da
coracd ha formagdo de compodtos cancerigenos, os tridometanos) buscase dterndivas
eficientes e menos poluidoras no tratamento da égua.

A excolha das dgas verdes Sdlenastrum capricornutum e Chlorella sorokiniana
judificase pela fadlidade do manusdo em laboratdrio como 0 seu cultivo e também por ja
edarem anteriormente no locd onde foi redizado o projeto sendo utilizados em outros trabelhos.

O obedivo dete trabdho foi verificar os efatos da irradiacdo ultrasdnica em
microdgas paa que poderiormente possa servir de referéncia em trabahos de controle das

floracBes ou na extracdo de substancias de interesse das cdlulas.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Defini¢ao de microalgas

Condderando a divisio de Woese, 1978, citado por Raven, Eveat e Eichhorn
(2002), no qud os saes vivos So divididos em 3 dominios as microdges e demas dgas
pertencem a0 dominio Eucarya que incdui todos organismos eucariontes principd caracterigtica
que distancia das bactérias, seres procariontes.

Segundo Raven, Evet e Eichhorn (2002) encontramse microdgas olitérias,
coloniais ou filamentosas. Podem ter flagdo ou néo, dguns grupos o flagdo aparece somente em
células reprodutivas.

Em observacdo ap microscdpico optico as microages sfBo maiores que as bactérias
e gerdmente encontradas na cor verde devido presenca do pigmento clorofila a0 contra&io das
bectérias vistas em tons amardado, vermeho e branco. Contudo, nem todas microdgas S0
fotossintéticas, dgumas redizam fagocitose €lou absorgdo ou os trés tipos de nutricdo, assm
como existem bactérias redizadoras de fotossintese que possuem bacterioclorofila

Diferenciase dos fungos pela auséncia de clordfila e fotossintese neste grupo e das

bri&fitas por estas possuirem envoltério de células estéreis nos drgaos de reprodugéo* .

*

Explicacdo fornecida por Bicudo no X1V Congresso da Sociedade Botanica de Séo Paulo, 2 a5 set.
2002



2.2 —Classficagdo

Grahan e Wilcox (2000) condderam a exddéncia de 11 filos ssgundo a
classficacdo de Hoek, et al (1995), baseando-2 na evidéncia molecula: Cyanophyta e
Prochlorophyta, procariontes autotrdficos, e 9 filos eucariontes.

Segundo Raven, Evet e Eichhorn (2002), o Reno Protiga divide-se em Protistas
heterotréficos e Protidas fotossntetizantes (“dges’), que por sua vez indui os Flos
Euglenophyta  (euglendides), Cryptophyta  (criptombnodas), Rhodophyta (dgas  vermdhas),
Dinophyta (dinoflagdados), Haptophyta (heptofias), Badllariophyta (datomécess), Chrysophyta
(crisofitas), Pheeophyta (dgas pardas) e Chlorophyta (dgas verdes). Os critérios consderados
paa eda divissto foram: o tipo de pigmento (clordfilas, caotendides e ficobilinas), produtos
amazenados (amido, dOleo, proteinas, €tc), 0 componente da parede cdular e auséncia, nUmero e
caracterizacdo do flagdo.

Lee (1980) descreve os géneros Selenastrum e Chlordla pertecentes a ordem
Chlorococcales indicando que produzem cdulas filhes com o mesmo formao das cdulas
parentais (autdsporos). Nesta ordem as dgas so de &gua doce encontradas em lagos eutrofizados
com dta quantidade de nitrato e fosfato e formam amaioria das cdulas do fitoplancton.

2.3 —Ecologia das algas

“O fitopléncton é condiituido peas dgas planctonicas e cianobactérias que s20 O
inicio da cadeda dimentar para organismos heterotréficos que vivem nos oceancs e nos corpos de
&guadoce’ (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2002).

Segundo Pickett-Hegps (1975) as dges condituem fonte primaia de dimento no
mar no quad dependem outras vides mainhas e edima-e que o fitoplancton fixa
gproximadamente 10'° toneladas de carbono por ano, mais que o fixado pelas plantas terrestres.




Microrganismos cadisam numerosos processos quimicos na &gua, € de acordo
com Manahan (1994) as dges podem aumentar condderavdmente o pH pea producdo de
CaCO:s.

Gee (1991) cita que em &aguas de litorais tropicas pobres em nutrientes encontram
£ muitos invertebrados que abrigam smbiontes fotossintéticos. As smbioses de dgas verdes sdo
muitas vezes denominadas de “zooclordd’. Em &gua doce a maoria das dgas associadas e
interagindo  com invertebrados envolvem o género Chlorella. Os hogpedeiros mas conhecidos
destas dgas S0 as hidrass mas também sfo encontrados em esponjas, pladmintos moluscos
bivalves e protozoarios.

De acordo com Tortora, Funke e Case (2000), associagdo bem conhecida de dga
com outro microrganismo é aguea formadora dos liquens, no quad o fungo obtém carboidratos da
dga e fornece nutriente minerd que asorve do a ou da chuva e ambiente fisco adequado para a
mesma A cgoacidade dos liquens em cessy a fotossintese por determinado periodo, “vida
uspensd’, permite que obrevivam em ambientes indspitos. Desgastam  rochas formando  solo,
srvem de dimerto a vertebrados e invertebrados e armazenam produtos toxicos podendo ser
utilizados como indicadores de poluigo.

De acordo com Importéncia das ... (2003), o manguezd abriga em média cerca de
200 mil microdgas em cada centimeiro quadrado de raz de mengue e segundo estudo da
Universdade Rurd de Pernambuco (UFRPE) a abundancia dessas dgas € a principd razéo para

dta produtividade desse ecossstema.

2.4 - Morfologia das algas ver des

Mauseth (1988) descreve as cdulas das dloroficeas ou dges verdes como cdulas
semdhantes a de outros vegetais acreditando serem precursoras destas Ultimas. Possuem oS
componentes. parede cdular composta de cdulose, hemicdulose, proteinas e subgténcias péticas,
membranas que ewovem o protoplasma e a maoria das organdas, semipemeavd a
determinados ions e moléculas e portadoras de enzimas importantes paa o metabolismo;
mitocOndrias responsivels pela repiracdo aerdbia; nicdeo onde se doja a informacdo gendtica;



vaclolo responsivel pela absorcdo de agua para dentro da cdula; platideos que se diferenciam
em cloroplastos que participam da fotossintese e amiloplastos reservando amido.

As doroficess, segundo Raven, Evet e Eichhorn (2002), assamdham-se as
plantas por posauirem dordfila a e b e amazenarem amido dentro dos plagtideos. Algumas dges
verdes possuem parede cdular rigida, compoda de cdulose, hemicdulose e substéncias péticas.
A edrutura microsodpica da cdula reprodutora flagelada € semehante a0 anterozbide das plantas.
Outras caracteridicas como a producdo de fitocromo em dois géneros de dgas verdes, indica a
rdlacdo edreita entre estes dois grupos, por estes motivos estas microdgas sS0 condderadas
precursoras das plantas.

2.4.1 — Parede cdlular de algas verdes

Voet, Voa e Pratt (2002) descrevem a estrutura da parede clular condtituida por
cduloe dtamente coesva, a fibra de cdulose ligada por pontes de hidrogénio confere forca
excepciond, tornando-as insollveis em &gua, apesar de sua hidrofilicidade. Quando fibras
estéo embebidas em uma matriz contendo outros polissacarideos e lignina pode suportar grandes
pressdes, pois amatriz digtribui a pressfo igua mente entre os dementos que reforcam a cdulose.

As dgas verdes tém parede de cdulose que lhes confere razodve resisténcia
Angdis (2001)* verificou que estas dgas sfo digeidas diferentemente quando empregadas para
dimentar Daphina dmilis. Ede microcruséceo quando se dimenta de S capricornutum
consegue digerir o dimento. Por outro lado, quando as Daphnias sfo dimentadas com Chl.
sorokiniana seu trao gadrico fica totdmente congestionado e intumescido indicando sua
indigestibilidade. Microscopicamente as cdulas de Chorella ingerides néo s rompem de td
forma que podem s visives, pois as estruturas das Daphnia sfo transparentes se examinadas ao
microscopio. Além disso, a criagdo de Daphnia ndo tem sucesso e forem dimentadas
continuamente com Chl. sorokiniana.

" dados ndo publicados IB- UNESP, RC



2.5 —Metabolismo fisiolégico das algas verdes

Segundo Moore (1976), a fotossintese é dtamente eficiente a reecdo CO, + H,O
® (CHO) + O, é endotérmica com cerca de 4,8 €V (goroximadamente 4 vezes mas que um
quantum de luz vermelha, 680 nm), com rendimento de 8 quanta por unidade de reacéo.

De acordo com Pinto-Codho (2002), vaias dgas tas como diaomécess
(Chrysophyta), dgas vedes (Chlorophyta), dgas marons (Chryptophytad), euglenas
(Euglenophyta), podem redizar fotossintese Mas da metade da producdo anud globd de
carbono da biosfera terrestre deve-se a tais microrganismos fotoss ntetizantes.

A teoria da endosmbiose na qua descreve a evolugdo de cdulas eucaridticas
(captura peos organismos procaridticos de pequenas cdulas que se tornariam organdas) ndo é
recente conforme Hoek van den et al (1997), daa de 1195 e autoria de Mereschkowsky, é anda

hoje consderada. As dgas eucaridticas originariam de seres procarioticos.

2.6 —Biologia da Sdenastrum capricornutum

Rensch, 1867 dtado por Bicudo e Bicudo (1994) dirma que o géneo
Sdenastrum caracteriza-se por goresentar cdulas em forma de mea lua em grupos de quatro,
agregadas pda sua magem convexa, condituindo  freglentemente  colbnias mlitiplas. Séo
conhecidas atud mente cerca de 6 a8 epécies digtribuidas pelo mundo.

Segundo Joly (1963) a cdula de S capricornutum contém um Unico doroplasto
gue ocupa todo o ctoplasma A reproducdo assexuada s faz pda formacéo de 4, 8 ou 16
autosporos em cada cdula Edes permanecem mas ou menos reunidos gods a libertacéo,
condituindo  poderiormente  as  coldénias. A Sdenastrum  capricornutum € encontrada
freqlientemente no plancton de lagoas e represas, especidmente 2 a coleta é fata em ambiente
de plantas aquéticas proximas da superficie,

De acordo com Alexopoulos e Bold (1967), as dgas do género Sdlenastrum que

pertencem a0 grupo das Clordfitas ou dges verdes, sio caracterizadas pela presenca das



dordfilas a e b, ;o amazenadoras de amido e dleos formando coldnias ou vivem isolades.
Reproducéo pode ser sexuada ou assexuada

Branco (1971) cta que a micodga Sdenastrum é badante semehante a
Kirchneriella, mas a colonia desta Ultima ndo possui matriz gelainosa e as cdulas sfo em ged
mais finas e menos curvas. As Sdenastrum 2o dgas de superficie, tipicas de lagoas peguenas e
de &uas paradas.

2.7 - Biologiada Chlorella sorokiniana

Segundo Bicudo e Bicudo (1994) a Chlorella sorokiniana sfo cdulas Solitérias,
gerdmente eféricas ou dipticas possuindo gpenas um doroplasto, raramente 2. O plasto tem a
forma de uma banda com os bordo lisos preenchendo a maor pate da cdula Ausénca de
pirendide. Reproduzemse por meio de autdésporos O género descrito por Beijerinck, 1890, indui
cercade 30 espécies.

Pickett-Hegps (1975), descreve como cdulas muito pequenas e de estrutura
bagtante smples, contendo doroplasto em forma de xicaa e um diminuto nideo. O Golg é
bagtante notdvel e cada cdula pode conter uma Unica mitocdndria dtamente desenvolvida Nunca
s observou producdo de cdulas movels (zoGsporos) durante a reproducdo vegetativa Ao invés
diso as cdulas filhas sfo réplices pequenas das cdulas paentas moves As dgess
Chlorococcadles  goresentam  reproducéo  vegetativa como sendo resultado da  divisso  cdular
formando pequenos nimeros de autdsporos (entre 2 e 16). Por goresentar nlcleo pequeno e
répida divisio cdular o estagio mitose € de difidil visudizacio.

Branco (1971) obsarva que a coldnia de Chlorella diferenciase das cdulas de
Chlorococcum por serem todas do mesmo tamanho com forma esférica, ndo comprimida As
cdulas Chlordla confundemse também com Golenkinia e Microctinium edas, entretanto
possuem espinhos gerdmente visiveis a0 microsodpio. Assamdhamse ainda a Chlamydomonas
e Carteria quando ndo = vé os flagdos ou movimentos destes. Diferem do género Phytoconis

pelo fato deste reproduzir-se por smples diviséo cdular.



2.8 — Agpectos econdmicos

Round (1973) cita que entre os principais produtos comercidizados derivados de
dgas etdn: 0 aga utilizado como meo de cultura de microrganiSmos € Outros Processos
industrigis e a caragenina que em presenca de potasso gdificase ambos utilizados nes
indUdtrias: dimenticia, téxtil, farmacéutica, de couro e de cervga.

Branco (1971) descreve que as dgas condituem um dos mas importantes fatores
gue causam sabor e odor nas aguas de abastecimento. Este fendmeno é causado pelos &cidos
graxos presentes nas cdulas. “a medida que a cdula envdhece aumenta sua quantidade de
lipidios e diminui quantidede de compodos nitrogenados, assm as dgas mas vehas tendem a
gpresentar sabor e odor mais pronunciados’.

Clesceri, Greenberg e Eaton (1998) redizam os bioensaos utilizando entre outros
organigmos, a Selenastrum capricornutum como bioindicador ou sarvindo de dimento para o
microcrustaceo Dhaphnia que também é utilizado como  a mesma findidade que o primeiro.
Egtes ensaios 2o redizados em 3 fases @) sdecdo e medicéo de fatores gpropriados ou condigdes
durante 0 ensao (ex. biomassa, medida ou cdculo do pex); b) goresentacdo e andise edatidtica
das medidas e ) interpretacdo dos resultados. A interpretacdo dos resultados envolve avdiacéo
da &gua tendo como referéncia a resposta do bioindicador, ou sga 0 seu desenvolvimento e
sobrevivéncia no meio em quetdo. As espédies utilizadas nos bioensaios sGo sdecionadas de
modo a permitir padronizar o teste sob condigdes padrdes de laboratorio.

Capone e Bauer (1992), descrevem que 0S acrécimos de compodtos inorgéanicos
gedmente ndo So dirdamente toxicos para a biota nativa, entretanto pode promover
crexcimento excessvo de agas. Simultaneamente, td crescimento € um estimulo para bactérias
heterotréficas que podem contribuir para desenvolvimento de hipoxia ou anoxia, resultado das
floragbes de dgas proximas as praias.

Os problemas causados pela eutrofizacdp, segundo Perry e Vanderklein (1996),
afetam cinco categorias. &gua para consumo humano, recreacdn, pesca e reservatorios, e reducéo
da diversdade bioldgica

Gomez (1988) dita que grupos de invedigadores do Indituto de Ecologia Litorais
de Campdlo identificaram 30 espécies de microdgas mainhas capazes de produzir toxinas que
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podem provocar a morte de individuos consumidores de moluscos que deas se dimentaram , € o
can do dinoflagdado Alexandrium catenella. Os mecanigmos que produzem as floragbes de
dgas etdo rdacionados a pesgéncia de dtas temperaiuras, pouco movimento de aguas e
exces0 de nutrientes consegliente da depurac@o deficiente de &guas residudrias.

2.9 —Controlede algas

“Segundo a CETESB, o contrde da &gua dedinada ao dbadtecimento é feto
colocando-se dgicidas, como sulfao de cobre ou perdxido de hidrogénio, nes represas, mes a
morte das dgas acaba por liberar suas toxinas na agua agravando o problemd (UMA
AMEACA..., 2000).

De acordo com Branco (1986) os dgicidas s gplicados antes que a quantidede de
dgas aumente, pois sua destruicio em massa pode resultar no aclmulo de matéria organica em
decomposicio ocasonando sabor e odor desagradédvel. Uma pate do dgicida é perdida por
decantacéo outra parte retida em gparelhos de filtracdo (filtros de terra diatoméces).

Segundo 0 mesmo adtor, 0 doro também €é empregado como dgicida
principdmente em egpécies resdentes ao sulfato de cobre. A vaiagdo de ressténcia ao cloro se
deve as diferentes permesbilidades das membranas cdulares. A desvantagem deste processo € o
custo devado e a contaminacdo da agua, pois se torna necessiio Utilizar dtas concentragbes de
cloro para reduzir o gosto e o chero na &gua Em doses menores formam compostos odoriferos

clorofendlicos.

2.10 — Remocao de compostos inor ganicos

De acordo com Manahan (1994), um dos méodos para remocdo de compostos
inorgdnicos em &gua é a dedilacdo. Porém a enagia requerida é muito dta tornando-se um
processo  economicamente invidvd. Além disso, mderids voldes como amdnia e compodos
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odoriferos ndo sdo removidos gods a egoa da dedilagin. Processos utilizando-se membranas
semipermedvels SO Mas promissores para volumes menores na remocéo de inorganicos em &gua

como, por exemplo, a detrodidise e osmose reversa

2.11 - Som eonda sonora

Gacia (1998) define ondas sonoras como sendo vibragbes dincronizadas das
moléculas que condituem o0 meio, que ao vibrarlem em conjunto criam em torno da fonte sonora
regides de dta e baxa pressfo. Segundo 0 mesmo autor € comum confundir 0 conceto de onda
com o conceito de som, este se propaga nos ambientes materials e elésticos através de ondas.

Ao contr&aio da luz, que € condituida por ondas que vibram perpendicularmente a
direcio de propagacd do rao luminoso denominada de onda transversd, a onda sonora se
propaga na mesma direcdo do som e por este motivo € dassficada como onda longitudind. A
onda sonora é periodica, id0 € apbs intervaos de tempos iguas, a veocddade de cada uma das
moléculas vibrantes € a mesma De acordo com  Okuno, Cddas e Chow (1982) Outras
propriedades das ondas sonoras s2o:

» Amplitude (A) — refere-se ap maior dedocamento das moléculas do meio em relagdo ao ponto
médio davibragéo

» Periodo (T) — € aduracdo de um cido, ou sga 0 movimento completo de ida e volta a mesma
posicio inicid

» Freguéncia (F) —nimero de cidlos em um determinado interva o de tempo

Uma onda sonora é produzida por eemento vibrador que pode ser desde um crigd
aé uma corda vocd causando variagdes na denddade ou pressito do meio a seu redor. O
goaeho de audicdo do ser humano é sensivel somente a sons com freqiiéncia entre 20 e 20 000
Hz. Ondas mecénicas longitudinas com fregiéncia aaxo de 20 Hz sfo chamadas infrasom e
acima.de 20 000 Hz, ultra-som.

Satin  (1997), define ondas utrasdnicas como sendo ondas mecdnicas que
condgem na oscilacdo de paticulas admicas ou moleculares de uma subgténcia em torno de sua

propagacéo de eguilibrio. As ondas ultra-sbnicas comportan-se da mesma forma que as ondas
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sonicas audiveis. Elas propagamse em meos dadicos 0s quas podem s Sdlidos, liquidos ou
gasos0s, Mas nunca no VACUo.

Pécora e Gueisoli (1997), citan que a ondas ultrasbnicas sfo geradas por
transdutores  ultra-sHnicos, dispogitivos que convertem energia délrica em energia mecanica e
viceversa S0 fdtos de maeias piezodéricos que goresentam fendmeno chamado efeto
piezoelérico. Este fendbmeno foi descoberto pedos irmdos Curie em 1988 e condste na vaiacéo

das dimensdes fidcas de certos materials (quartzo, turmaling) sujeitos a campos eétricos.

2.12— AplicagbBes do ultra-som

Okuno, Cddas e Chow (1982) lembram que dguns animas como MOrcegyos,
golfinhos e maiposas, s locomovem, encontran dimento e fogem do perigo dravés da
percepcéo de ondas ultra-sbnicas. Muitas espécies de animais emitem as ondas ultrasdnicas. Das
obsavaghes do comportamento desses animals  surgiram a idda do  desenvolvimento  de
indrumentos como 0 sonar durante a Segunda Guerra Mundid para detectar objetos sob a &gua
Outras aplicagbes do ultrasom podem ser condderadas ensao néo dedrutivo de materias,
medida das propriedades dédicas de materias diagnddico e tergpia médica, aomizecio de
liquidos limpeza por cavitagdo, ruptura de cdulas bioldgices, soldas e homogeneizacdo de
materias.

De acordo com Barbosa e Sarra (1992) as ondas de dta intensdade que produzem
dteragbes definitivas no meo s utilizadas em a@omizacdo de liquidos, limpezas por cavitacéo,
esterilizacdo de maerias drirgicos ou de meos hioldgicos, ec. Por outro lado, as ondas de
baixa intensdade, cujo propddto € o de trangmitir energia a0 meo e obter informagbes deste,
sem provocar dteragbes do mesmo, SGo golicadas em ensaos ndo dedrutivos de materias,
diagnose médica entre outros.

Nels (2000) cita que o ultra-som utilizado como metodologia para desintegracéo
de detritos e degradacdo ou transformacdo de poluentes em &guas residu&ias podera ter outras
aplicaghes a serem propodtas futuramente, especidmente em conjunto com outros méodos
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smdhante a degradacéo de detritos por aneerobiose. A desintegragdo de detritos necessta de

baixa freqiiéncia e dta intensdade do ultrassom.

2.13- Efeitos biolégicos do ultra-som

De acordo com Okuno, Cddas e Chow (1982), dentre os efetos que o ultrasom
pode causar € 0 aumento da temperatura locd quando aravessa um tecido. Outro efeito possive
edd asdado a cavitacdo ou formacdo de bolhas no meio liquido contendo quantidedes variaveis
de gés ou vapor que podem dterar estrutura e/ou funciondmente cdulas bioldgicas.

Neis (2000) postula que apenas a cavitacdo exerce uma acdo fisca nas substancias
do liquido e que condigbes extremas induz reegbes quimicas (reagOes sonoquimicas) causadas
pea formacdo de radicais H e OH e o colgpso de subgsténcias (pirdlise). Ege fendmeno
sonoquimico ocorre em fregiiéncia entre 100 KHz e 1000 KHz.

FIGURA 1 - Esguema representando cavitacdo, crescimento e colgpso de bolhas provocado por
ondas ultrarsbnicas (NEIS, 2000).
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Moa e Foster (1988), dexrevem que freqiéncia dta causa consderavels
vaiagdes na pressio em pouco intervao de tempo, ocesonando crescimento de cavidades ou
bolhas colgpsando-s2 com mudanca de pressio e rompendo a cdula. O crescimento destas bolhas
ocorre por codescéncia e a microcorrenteza ocasonada pelas ondas ultrasbnicas € auficiente
paa provocar 0 rompimento da cdula Os organigmos vaiam consderavedmente em sua
uscetibilidade no rompimento  por  ultrasom. O tamanho, forma do organismo, a natureza
edtrutura da superficie da célula pode afetar a resposta.

Seggundo Borges e Korn (2002) o colgpso das bolhas transentes provoca a
liberacdo de grande quantidede de energia gerando temperaturas locals indanténess muito

elevadas (5200 K) e pressdo da ordem de centenas de atmosferas.

2.14 — Pequisas realizadas com aplicacdo do ultra-som em micror ganismos

Limaye, Hawkes e Coakley (1996), comprovaram a remogdo de organismos
eucarioticos de sugpensdes cdulares por melo do ultrasom que quantificado em Sdema de
batdada mogrou-s= dtamente eficiente, enquanto que a remogdo de procariontes necessta anda
ser melhorada

Fontana (1996), avaiou a acéo do ultrasom com fregiéncia 20 KHz na destruicéo
de esporos e cdulas vegddivas do Bacillus subtilis em sugppensio. Ocorreu aumento na
porcentagem de morte com aumento da duracdo da exposicdo a radiagdo (tempos 1, 2 e 3
minutos) tanto para esporos quanto para as cdulas vegddivas. Veificou também aumento na
ativacdo da germinacdo dos esporos em suspensdo, quando comparado com o controle. O autor
observou que os efatos quimicos produzidos peo ultrasom, formagdo de radicas livres ndo sfo
a principd causa de morte ou inativacdo cdular, podendo ser daamerte separado dos efeitos
provocados pelas ondas acligticas e pela cavitagao.

Phull & d (1997), utlizaan o ultrasom em conunto com doro diminuindo
sgnificamente o nimero de bactérias presentes na amostra evidenciando que pode ser utilizado o
ultrasom com €ficacia na desinfeccdo da &gua Além diso verificou-se que o aparelho em dta
freqiénciafoi mais eficiente que o de baixa freqiiéncia
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Guirro (1999), estudou a agdo do ultra-som continuo em cultura de Escherichia
coli BH1000 e Saphylococcus aureus ATCC 6538 nes intensidades de 05 e 0,8 W/en?, nas
freqiiéncias de 1 a 3 MHz, nos tempos 0, 5 e 15 minutos. Os resultados sugerem que a acéo do
ultrasom em diferentes culturas de bactérias, associadas ou ndo a agentes antimicrobianos €
dependente da fregliéncia de ostilacdo, daintensdade e do tempo de aplicacéo.

Raso e d (1999) veificaan que o poder tranderido do ultrasom no meo
depende de muitas varidvels como a amplitude das ondas ultrasdnicas, pressio eddtica externa,
temperaura e viscosdade do meo. O efeato da temperaiura pode ser compensado pelo aumento
da pressio e ambos crescem exponencidmente enquanto que a amplitude cresce linearmente. O
ultrasom demondra ser um indrumento (il na otimizagdo e reproducio dessas vaiavels na
preservacao de dimentos.

Villamid e Jong (2000), descrevem que O tratamento com ultrasom em dta
intendgdade com corrente continua tem ddo golicado para aivacio de bactérias importantes na
indidria de ldicinios Microrganismos Pseudomonas fluresceres e Streptococcus thermophilus
foram inativados por ondas ultrasbnicas e os resultados obtidos mostraram que o ultrasom pode
Ser uma técnica promissora no tratamento da descontaminacéo do leite.

Mason (2000) dirma que O processo sonoguimico € bem vigo condderando os
motivos como a rdpida reacdo, mehor conversio e aperfeicoamento de novos produtos. Ha
muitos dgemas ultrasonicos digponivels e usados em  processos  quimicos  indudrids mes
poucos foram amplamente explorados Atudmente exigem vaios grupos multidisciplinares
envolvendo projetos sonoguimicos, que € sem divida um caminho de avanco.

Tomasin (2001) verificou a bioressténcia e os efdtos da acdo da corrente eérica
e radiacdo ultrasbnica ndo ionizante de baixa intenddade e média potécia em suspensdes
celulares da levedura Saccharomyces cerevisiae, assm como a excregdo de proteinas intra e extra
cdular liberada gods os tratamentos com ultrasom e detrdlise O ultrasom utilizado foi o de
poténcia 600W de 20 KHz de intenddade e amplitude de 80% e os tempos de sonicagéo: O; 4; 8;
12, 16 e 20 minutos O tratamento mas eficiente entre o ultrasom, derdlise e sonodetrdlise
com relacdo a sobrevivéncia de S cerevisiae foi o tralamento sonodetralitico, com diminuicdo de
cerca de 86% ravigbilidade cdular gpds o tempo de 20 min.

Campanha (2001), aplicou ultrasom paa o0 controle do crecimento de
Aspergillus flavus em cosméticos obtendo eficiéncia do mesmo como biocida Amodras de
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cosméticos contaminedas com o fungo foram irradiadas nos tempos 12, 16 e 20 minutos com a
mesma intensidede (600 Watslent) e temperatura constante de 25°C. Obtevese diminuicio
sgnificativa gpds 20 minutos de irradiacdo, mostrando que o ultrasom € eficiente na inibicdo do
ceximento do microrganiamo, possuindo  efeito  biocida e conseglientemente  auando na
preservacao do cosmetico.

Vagas (2001), avdiou os efeitos da sonicacdo na liberagdo de invertase peo
fungo Aspergillus niger, asam como os mehores pardmetros de irradiacdo (tempo, amplitude,
etc). As culturas foram irradiadas por periodos de 2 a 10 min. Com ondas de amplitude 20 e 40 e
processador ultrasdnico de 20KHz. Mesmo com o menor tempo de irradiacdo houve a liberacéo
de invertase intracelular.

Hernandez (2002), gplicou o0 ultraasom em culturas de Saccharomyces cerevisiae e
S cerevisae contaminada com Lactobacillus fermentum no estégio de floculagdo. Foi utilizado o
ultrasom de freqiiéncia 20 KHz, poténcia nivd 4 e guia de onda de 13 mm de didmetro nos
tempos O, 2, 4, 6 e 10 minutos com objetivo de verificar a vigbilidade cdular, cuja golicabilidade
sria evitar a contaminacdo das dornes de fermentaco nas indUdrias dcooleras. Verificou-se
gue O ultrasom contribui para manter as cdulas em UPensio e que somente no tempo maior, 10
minutes, aviabilidede de S cerevisae dminuu

Bdlo (2003) daborou um edudo da eficiéncia das ondas de ultrasom em rdacdo
a0 hipodorito de sodio a filtragdo/adsorcdo na diminacdo de microrganismos em etacdo de
tratamento de &gua. O expeimento foi redizado em mini estacdo de tratamento de agua (ETA-
CB) andisando-s= par@metros fisco-quimicos O resultado do ultrasom seguido da coagulacéo-
floculagéo, decantacdo e filtracdo. Modrou-se eficiente podendo subgtituir o processo  tradiciond
de coagulacdo, prédesinfeccdo com doro, floculagdo, decantacdo e filtragdo, com a vantagem
adiciond de que com a utlizacdo do utrasom ndo ha formacdo indesgave de compodos
organoclorados.
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3- MATERIAL E METODOS

Os expeimentos foram redizados nos laboratdrios do Depatamento de
Bioguimica e Microbiologia do Indituto de Biodéncias campus de Rio Clao da Universdade
Edadud Palliga “Jilio de Mequita Filho” e Depatamento de Fidca do Indituto de Geociéncias
e no Centro de Estudos Ambientais (CEA).

3.1 -Material

3.1.1 — Microalgas

Selenastrum capricornutum, origem: CETESB - Firacicaba
Chlorella sorokiniana , origem: lagoa de etabilizacdo da Petrobras, identificada
no Indtituto de Boténica, Secretaria do Melo Ambierte, pea Dra. Denise Bicudo.



3.1.2 — Meio de manutencdo das microalgas

Meio peptona para cultivo de dga:

Meio L.C. Oligo para cultivo de dga
(L5.018.-CETESB, 1991 )
Solugdes.

Solugdo 1:

nitrato de cAcio — Ca(NO3)4H20........covevevieeeeeee
adguabidesionizada............cccceeeeireicieisee e

Solucéo 2:
nitrato de potdssio —KNO3 ....ccccveeieieiecicese e
aguabidesionizada...........cccceevvereeeiieiecee e

Solucéo 3:
sulfato de magnésio — MgS04.7H20.......ceececvcecicee,
aguabidesionizada............ccccceeeeeiecieneiee e

Solucéo 4
fodfato de potassio dibasico — KoHPO.......eevecvvcice,
&guabidesionizada...........ccoeeevereinneienne e

Solucéo 5:

sulfato de cobre (CuSO4.5H20).....ccceveeveceereceeceeeeiens
moalibdato de amdnia— (NH;)sM070,4.4H,0....................
aulfaiodezinco — ZNSO4. TH0......cceeceeceeeeeecee e,
cloreto de cobdto — CoCi2.6H20.......ccoveieeciecieceeceee
nitrato de manganés— MN(NQO3)2.4H20 ........cccvvvreveene.
aido citrico — H3CgHsO7.HoO ..
&0 DONCO (H3BO3) v
aguabidesionizada .........cccovveeeiciiseeee e
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Solucéo 6:

citrato deferro— CgHsFeO7.5 HyO .., 16259
asulfato deferro — FeSO4.7 HaO...veeeceeccee e 0,625¢g
cloreto deferro — FeClz. HoO..oovveiceeiie e 06259
a&guabidesonizada........cc.cooviiiieiiniii 100 mL
Solucéo 7:

bicarbonato de 0dio— NaHCO 3 .....cveeveviccieecee e 159
&guabidesionizada...........ccoeeevreinneinne e 100 mL

3.1.3 — Outros materiais

Vidraria de uso rotineiro no laboratdrio

Microscapio (CARL ZEISS — JENA)

Camara de Neubauer (KNITTEL GLASER)

Autodave (SOC. FABBE LTDA)

Contador de col6nias (PHOENIX - EC589)

Fotoincubadora (FANEM — MOD 347)

Gerador de ondas ultra-sdnicas (SONICS & MATERIALS — VIBRA CELL): intenddade
20KHz, poténcia 600W, sondas de 9 e 30 mm de didmetros e amplitudes 40 e 80%.

3.2-Métodos

3.2.1 — Método de preparo do meio

Meo liguido:

Adidonouse as solugbes nas medidas. ImL da sol. 1; 2, 3; 4 e 7; Q6 mL das s0l.
5e 6 en 449 mL de &ua deionizada Eses foram esterilizados em autodave a 121° C por 15
minutos.



Meio sdlido:

Em 500 mL de &gua dedtilada acrescentou-s= 8g de &gar; 0,1g de KNOs; 0,019
KH2PO4; 0,01 de MgSOk.7H20O  Apds fundir a mistura acrescentou-se 0,59 de peptona. Este meio
foi autoclavado a121° C por 15 minutos

3.2.2 — Méodo de manutencdo

Cultura estogue liquida:

Manteve-se a cultura estoque a temperaturade 6 a 7°C em frasco de vidro
devidamente rotulado.
Cultura estoque Slida:

Foram mantidos & temperatura de 23’ C com luz naturd.

3.2.3—-Método de cultivo do inéculo

Cultura estoque liquidar

Preparou-se 0 meio Oligo, meo de cultura liquido para dgas ssgundo CETESB,
1991a. Ege meio de cultura foi digribuido em 5 elenmeyers e autodavados por 15 minutos a
121° C. Inoculou-se  Sdlenastrum capricornutumou Chlorella sorokiniana proveniente de cultura

glida en meo de dga e dexouse desnvolver durante quatro dias em shaker sob iluminacdo
congante. A seguir os frascos foram transferidos para a camara fria (6 e 7C). Apds trés dias as
cdulas etavam decantadas € com uma pipeta etéril retirou-se 0 sobrenadante juntando-se as
cdulas em um Unico frasco, que foram quantificadas posteriormente em Camara de Neubavuer.

Cultura estoque Slida:
Preparou-se 0 meio lido didribuido em tubos de cultura e inoculorse a dga S.

capricor nutumutilizando-se da técnica de esgotamento por edtrias.
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O mesmo procedimento foi redizado paraadga Chlorella sorokiniana.

3.2.4 - Método de avaliagédo do crescimento

Contagem em microscdpio com Camara de Neubauer de acordo com SUSSMAN
(1974).

3.2.5 - Utilizagdo do ultra-som

Apds o cultivo separou-se 10 porcBes de 50 mL da cultura de dga (Selenastrum
capricornutum ou Chlorella sorokiniana). Cada porcéo foi irradiada a um determinado tempo no
goardho ultrasom (FIGURA 2), com sonda de 9 mm de didmetro e amplitude de 80% com
ambas as dgas, ou vaiando-se a amplitude (40 e 80%) e mantendo a sonda 9mm somente com a
Selenastrum ou anda mantendo-se a amplitude 80% e vaiando-s2 0 didmetro da sonda (9 e
30mm) somente com a Chlordlla. O frasco contendo a amodra a ser irradiada foi previamente
colocado dentro de um béquer e envolvido com gelo picado.



FIGURA 2. Gerador de ondas ultra-sonicas; & Processador de dta Intensdade; b Guia de onda e
¢- Capela de protegéo aclitica
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Tabda 01 — Protocolo experimenta da gplicacido do ultrasom em cultura de Selenastrum
capricornutum em fregiiéncia de 20 KHz, sonda de 9mm variando-se a amplitude

experimento repeticao Tempo deirradiacéo (min.) Amplitude (%)

1 0,1,2345678910 80
. 2 0,1,23456,78 910 &0

1 0,2 4;6; 8,10 &0
’ 2 0; 2 4;6; 8,10 &0
3 1 0,05 1; 10; 12; 15 &0
4 1 12 40
5 1 12 50)

Tabda 02 - Protocolo experimenta da gplicagd do ultrasom em cultura de Chlorela
sorokiniana em fregiéncia de 20 KHz, 80% de amplitude variando-se o diametro da

onda
experimento repeticdo Tempo deirradiacdo (min.) Di&metro da sonda (mm)
1 0;4; 6; 8, 10 9
. 2 0,4; 6; 8 10 9
2 1 0,05 5; 10 9
3 1 0,05 5,10 30

Mantendo-s2 amplitude 80%, didmetro da sonda 9 mm dterovrse o pH do meo
paa Sdenastrum, pH 56 e Chlorela, pH 57 e irradiorse nos tempos 5; 10 e 15 minutos. O
guge do pH foi redlizado com acréscimo de HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M.



24

Tabda 03 - Protocolo expeimenta da gplicacdhh do ultraasom em cultura de Sdenastrum
cgpricornutum e Chlorella sorokiniana em freqiiéncia de 20 KHz, sonda de 9 mm e
80% de amplitude modificando o pH do meio de cultura

Microdga experimento repeticéo Tempo deirradiacéo (min.) pH do meio

1 5,10, 15 56

SHenastrum 6
2 5,10, 15 56
1 5,10; 15 57

Chloredla 4
2 5,10, 15 57

3.2.6 — Andlise dos resultados com ultra-som

A diminacdo das dges foi indicada pela quantificacdo das células e presenca de
fragmentos, utilizando-se 0 micrascopio Optico com a Camara de Neubauer.

3.2.7 - Avaliacdo estatistica

A adix eddidica dos dados obtidos com a microdges Seenastrum
capricornutum e Chlorella sorokiniana foram registrados em tabelas e gréficos (SOKAL e
ROHLF, 1969).



4 - RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 — Escolha de Sdenastrum capricornutum e Chlorela sorokiniana

S capricornutum (Figura 3) e Chl. sorokiniana (Fgua 4) <fo dges
freqlientemente encontradas em &gua doce. Estes microrganiamos condituem importante recurso
paa o edabdecimento da cadeia dimentar da biota aguética Estas microdgas sGo encontradas
na &ua juntamente com outras expécies produtoras de toxines como por exemplo, 0s
dinoflagelados.

S capricornutum e Chl. sorokiniana Sstematicamente pertencem a0 grupo das
cloroficess. A parede cdular da maioria das espécies de cloroficeas € condituida de cdulose que
também é encontrada em dgas padas, crisifitas, haptoficess e dinoflagdados. Acreditase pea
natureza quimica da parede que estes grupos teriam respostas semelhantes as dgas utilizadas nos
experimentos gpos irradiacéo por ultra-som.

As Figuras 3 e 4 mostram as cdulas das dgas S capricornutme Chl. sorokiniana
respectivamente, observadas no microscopio (aumento 400x) em Camara de Neubauer.



FIGURA 3. Cdulas de Salenastrum capricor nutum observadas no microscopio optico em
Cémara de Neubauer, aumento 400x

FIGURA 4 . Cdulasde Chlorella sorokiniana, observadas no microscpio éptico em Camarade
Neubauer, aumento 400x
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4.2 - Resultados da aplicacdo de ultra-som em SHenastrum capricornutum em diferentes

tempos

Os resultados do ultrasom quando gplicado em S capricornutum na intenddade
de 20 KHz, amplitude de 80% e sonda de 9 mm de didmetro (Tabdas 4 a 6 e FHguras 5 e 6)
indicam que apos 30 segundos de irradiacdo ocorre aumento do nimero de cdulas diperses. Egte
nimero ndo sofreu diferenca quando se dterou a amplitude da irradiacdo. Edte fato foi verificado
ap0s 0 segundo experimento.

Tabda 04 — Quantificacdo microscdpica em Camara de Neubauer do nimero de cdulas de
Sdlenastrum capricornutum apds irradiacdo ultra-sonica de freqiiéncia 20 KHz, sonda
de 9mm de didmetro e amplitude 80%, nostempos O; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7; 8 9 e 10
MiNutos No experimento 1 com duas repeticoes

ndmero de cdulas x10°/mL

expeimento  Repeticdo
Tempo de irradiacéo ultra-sonica(min.)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 600 560 392 H0 200 252 126 1H 151 119 108

2 523 803 788 76 605 718 433 6P 397 533 386

O aumento do nimero de cdulas apés a primera irradiacéo também foi condtatado
por Campanha (2001) quando trabalhou com fungos formadores de esporos e a suspensio destes
irradiada nos tempos 30 segundos, 1 e 2 minutos indicando aumento do ndmero de eporos
dispersos. Acreditase que, o primero tempo de irradiagdo da dga corresponde a0 tempo para
dispersdo de células.
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FIGURA 5. Representacéo gréfica da diminuicdo do nimero de Selenastrum capricornutum gpds
irradiacdo ultrarsdnica de 20KHz, sonda de 9 mm de diémetro e amplitude 80% nos
tempos O 1 2 3 4 5 6 7, 8 9 e 10 minutos no expeimento 1 com duas
repeticles.

Tabda 05 — Quantificacdo microscopica em Camara de Neubauer do nUmero de cdulas de
Sdenastrum  capricornutum gpés irradiacdo ultra-sorica de freqiéncia 20 KHz,
sonda de 9mm de didmetro e amplitude 80% nos tempos O; 2 4; 6; 8 e 10 minutos

No experimento 2 com duas repetigdes
nimero de cdulas x10*/mL
Experimento  repeticio Tempo deirradiacéo ultra-Hnica (min.)
0 2 4 6 8 10
1 80 1012 729 612 451 414

2 62 715 575 418 02 429
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FIGURA 6. Representecdo gréfica da diminuicdo do nimero de cdulas de Selenastrum
capricornutum gpés irradiacéo ultra-sonica de 20KHz, sonda de 9 mm de didmetro
e amplitude 80%, nos tempos O; 2, 4; 6, 8 e 10 minutos no experimento 2 com
duas repeticoes.

Tabedla 06 — QuantificacG microscdpica em Camara de Neubauer do nimero de cdulas de
Selenastrum  capricornutum gp0s irradiacdo ultra-sonica de freqiéncia 20 KHz,
onda de 9mm de didmetro e amplitude 80%, nos tempos O; 05; 1, 10; 12; 15
minutos no experimento 3 com 1 repeticéo

nimero de cdulas x10*/mL
Experimerio Repeticin Tempo de irradiacéo ultra-sonica (min.)
0 05 1 10 12 15
3 1

184 207 197 124 103 0
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As dteragbes condatadas entre o tempo zero e 0 tempo correspondente a 0,5; 1 e 2

minutos encontrados nas Tabdas 4, 5 e 6 detectan que a irradiagdo ultrasbnica promove a

desagregacao de cdulas propiciando uma suspensdo homogénea.

O amento do nimero de dgas apds o primeiro tempo de irradiacio podera ser
condgderado um derta em &ess em que s utilize 0 uso da contagem de cdulas como por
exemplo, no diagnédico médico de cdulas sanguiness, Vvidbilidede cdular de leveduras,
contagem de egporos, paticulas inorganicas, ec, condderando a posshilidade destes
condituintes estarem agregados induzindo uma falsa contagem .

Os expaimentos com irradiacdo em S capricornutum registrados nas Tabelas 4, 5
e 6 indicam que eta microdga goresenta-se resisente a ruptura cdular. Quando em dois
experimentos  independentes  irradiou-se as cdulas durante 15 minutos, condatouse 51% de
rompimento acompanhado de danos cdulares visveis ao microsoopio em forma de fragmentos
Por outro lado, S capricornutum agpresentouse muito mas resdente ao ultrasom que
Saccharomyces cerevisiae (Tomasin, 2001), pois com irradiacdo de goenas 4 minutos a
viabilidade aingiu 55% e 14% com 20 minutos.

Comparando-se 0s dados das irradiagbes nos esporos de Aspergillus flavus,
Campanha (2001), aqudles obtidos com S capricornutum este s2 mostrou mais ressente que o
fungo, ambos irradiados durante 10 minutos, empregando-Se 0 Mesmo eguipamento. A pesjuisa
com fungo comprovou que houve diminuicdo de 45% das unidades formedoras de colonias
geradas dos esporos irradiados.

4.2.1 — Aplicagéo do ultra-som sobre S. capricornutum variando-se a amplitude

Ensao redizado com Selenastrum capricornutum ativada em amplitude 40 e 80%
reveladam que as cdulas produziram respodas pouco didintas quando houve dteracdo deste
parametro (Tabela 7). A sondaempregadanosensaiosfoi de 9mm de didmetro.
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Tabda 07 - Quantificagdo microscdpica em Camara de Neubauer do nimero de céulas de
Sdenastrum capricornutum gpés irradiacdo ultrasonica de fregiéncia 20 KHz e

onda de 9 mm de didmetro e amplitudes de 40 e 80%, nos tempos O; 1 e 2
minutos nos experimentos 4 e 5 com uma repeticio cada

NUmero de cdulas x10°/mL
Expaimento  Repeticdo Tempo (min.) Amplitude (%)
0 1 2
4 1 621 677 654 40
5 1 621 639 633 80

A amplitude da onda, a0 contraio da sua veocidade, ndo s mantém condante ao
longo do percurso, pois sofre diminuicdo a medida que se afasta da fonte (Garcia, 1998).

Neste experimento verificou-se que a dispersio das cdulas da dga com aplicagéo
da sonicacd aumentou a quantidade de unidades cdulares na suspensio tomando-se  como
referéncia 0 tempo zero (621x10%mL). Embora, manudmente se procedesse a homogeneizacgo o
nimero de cdulas irradiadas no tempo de 01 minuto, Ndo Sse manteve homogéneo. A deteccéo das
dtaraches edruturals visivels a0 microsoopio  (aumento 400x) gpds 2 minutos em  ambas
amplitudes de irradiacio goresentou valores de pouca representetividede, indicando  pequena
tendéncia as dteragbes morfol bgicas detedtaves ao micrascopio.

4.2.2 — Aplicacdo do ultra-som sobre S. capricornutum variando-se o pH do meio

Alteracfes no ambiente podem modificar 0 desenvolvimento do  microrganismo,
podendo torn&lo mais sensivel a respodta da sonicacdn. Consderando este fato dterou-se o pH
do meio com a intencdo de verificar se eta modificacdo iria modificar a resposta gpds irradiacéo
(FHgura?).
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FIGURA 7. Representacdo gréfica da diminuicdo do nimeo de cdulas de Sdenastrum
capricornutum em meo com pH 5,6 apds irradiacdo com sonda 9 mm de didmetro
e amplitude 80% nos tempos O; 5, 10 e 15 minutos, no expaimento 6 com duas

repeticoes.

Os microrganismos quando s desenvolvem em meo de cultura com composcéo
quimica diferente aguela usual, gerdmente tem modificaces morfoldgicas que podem dingr
diferentes pates da cdula Pode-se cultivar cdulas bacterianas sem parede cdular quando ao
melo de cultivo acrecentase antibidticos A parede cdular de leveduras fica dterada quando
fermenta em pH muito baixo. Diante destas afirmagbes procurouse cultivar S, capricornutumem
pH mas &ido e pogteiormente verificar sua suscetibilidede a radiacdo de ultrasom. Congatou-
% que a ressténcia das cdulas ndo dterou para esta egpécie de dga, que manteve 0 seu nUMero

de cdulas, como mogtraaFigura 7.

A Fgura 8 modra comparativamente a média (vaores da Tabeda 4 e Figura 7) do
ndmero de cdulas cultivadas em pH 7 e 5,6 irradiadas nos tempos 0; 5; 10 e 15 minutos.
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FIGURA 8. Representacdo grdfica comparaiva da diminuicdo do ndmero de cdulas de
Sdlenastrum capricornutum apds irradiacdo ultrasdnica de 20 KHz, sonda 9 mm
de didmetro e amplitude 80% em meio com pH 56 e pH 7 nos tempos O; 5; 10 e
15 minutos

4.3 —Resultados da aplicagéo do ultra-som em Chlorella sorokiniana em diferentestempos

No ensso com a microdga Chl. sorokiniana houve diminuicdo de odulas
aingindo 88% (Tabdas 8 e 9 e Figuras 9 e 10). Modrando-se mais sensivd a radiacdo do ultra
som que S. capricornutum. Pressupde-se que a sua maor senshilidade se deva a sua morfologia
diferente da Sdenastrum (Figuras 3 e 4). “O tamanho e a forma do organismo e a natureza
edtrutural pode afetar aresposta da cdulaao ultra-som” (MOAT E FOSTER, 1988).
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Tabda 08 - Quantificagdo microscopica em Cémara de Neubauer do nimero de cdulas de

Chlorella sorokiniana e porcentagem destruidas ap0s irradiacdo ultrasdnica de

freqiéncia 20 KHz, sonda de 9mm de didmetro e amplitude 80%, nos tempos O; 4;
6; 8 e 10 minutos, no experimento 1 com duas repeticies.

Tempo deirradiacdo (min.)

Repeticio 0 4 6 8 10
nimero cdulas - o - - -
1 intactas x 10%
% céulas destruidas 0 58 74 85 88
nimero cdulas
_ . 673 213 22 189 108
2 intactas x 10
% cdulas destruidas 0 68 67 72 84
~ 800 7
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S 600 1
= 500 -
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FIGURA 9. Representecio gréfica da diminuicio do nimero de Chlorella sorokiniana gpds
irradiacdo ultrasonica de 20 KHz, sonda de 9mm de diametro e amplitude 80%
nos tempos. 0; 2; 4; 6; 8 e 10 minutos, no experimento 1 com duas repetigies.



4.3.1- Aplicagdo do ultra-som em Chl. sorokiniana variando-se o diametro da sonda

Na tabela 9 e figura 10 é possivd veificar que mesmo dterando-se 0 didmetro da

sonda néo houve modificacdo no nimero de cdulas nos experimentos 2 e 3.

Tabda 09 — Quantificacdo microscopica em Camara de Neubauer do nUmero de cdulas de
Chlordlla sorokiniana gpds irradiacdo ultrasbnica de 20KHz, amplitude 80% com

sondas de 9 e 30 mm de didmetro, nostempos 0; 0,5; 5 e 10 minutos.

Tempo deirradiacdo (min.)

Diametroda 0 05 5 10
sonda (mm)
9 NUmero de cdulas 446 343 117 55
intactas x 10*
% de células destruidas 0 A 74 88
30 NUmero de cdulas 1034 945 430 127
intactas x 10*
% de cdulas dedruidas 0 9 58 88
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FIGURA 10. Representacdo gréfica do nimero de Chlorella sorokiniana gpds irradiacdo ultra
nica de 20 KHz, sondas de 9 e 30 mm de didmetro e amplitude 80% nos tempos:
0; 0,5; 5 e 10 minutos.

De acordo com a Fgura 10, o didmetro da sonda de 9 e 30 mm tem o mesmo
comportamento na destruicdo find das cdulas. Entretanto, pode-se afirmar que em aguns casos o
ultrasom conditui uma ferramenta de trabadho que pode ser utilizado no controle de populactes
dgas Referindo-se gpenas a0 tratamento de agua como para impedir a formacéo de floraches de
dgas em médio prazo.

O nimero de cdulas contadas em Camara de Neubauer pode ndo corresponder
necessariamente a0 nimero de cdlulas vivas no caso da SHenastrum e Chlordla. Edta afirmacéo
s basda no fao de que néo foram redizados experimentos de cultivo poderior a irradiacéo.
Condderando-se  dentre as espécies de microrganismos, S capricornutum e Chlorella
sorokiniana, Aspergillus flavus, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
sendo queadga S capricornutumfoi amais resstente,

4.3.2- Aplicagdo do ultra-som em Chl. sorokiniana variando-se 0 pH do meio
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O adtivo de Chlorella no meo com pH de 57 paece ter induzido maor

ressténcia das cdulas a0 ultrasom, quando se comparam resultados obtidos nas mesmas
condigdes empregando-se S capricornutum (Figura 11). A ruptura cdular de Chl. sorokiniana
aingiu a média de 87% quando cultivada em meio de cultura pH 7,0 porém, dterando-se o pH
paa 57 a ruptura cdular gpbs irradiacdo diminuiu para 52%. Ede experimento modra a

diversdade e a adagptacdo do microrganismo ao melo ambiente.
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FIGURA 11. Representecdo gréfica da diminuicdo do nimero de céulas de Chlordla
sorokiniana em meo com pH 57 gods irradiacio ultra-sbnica de 20 KHz, sonda
de 9 mm de didmetro e amplitude 80% nos tempos O; 5, 10 e 15 minutos no
experimento 4 com duas repeticles.

A Figura 12 mostra comparativamente amédia (vdores da Tabeda9 e Figura 11)
do nimero de cdulasem pH 7 e 5,7 irradiadas nos tempos O; 5; 10 e 15 minutos.
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FIGURA 12. Representacdo gréfica comparativa da diminuicdo do nimero de cdulas de
Chlorella sorokiniana em meo com pH 57 e pH 7 g6s irradiacdo ultrassdnica de
20 KHz, sonda de 9mm de didmetro e amplitude 80% nos tempos O; 5; 10 e 15
minutos.

A diminuicdo dgnificativa do nimeo de cdulas de Chl. sorokiniana e S
capricornutum pelo eféto de ondas ultra-sOnicas regfirma a eficiéncia da utilizacdo do ultrassom
no controle de microrganismos evidenciado em outros trabdhos como a inibicgo de bactérias E.
coli e Saphylococcus aureus redizado por Guirro (1999); a diminacdo de cdulas e esporos de
Bacillus subtilis por Fontana (1996) e a viabilidede de Saccharomyces cerevisae submetido a0
ultrasom e detrdlise redizado por Tomasin (2002) entre outros.

O exame microscopico das cdulas irradiades comprova a desintegracdo de parede
cdular encontrada para a Chlorella quando locdizados fragmentos de cdulas na lamina no
momento da contagem. O tempo de irradiacéo utilizado foi semehante a0 tempo aplicado na
destruicio de bactérias por Guirro (1999). Edta verificacdo pressupSe que a0 se controlar a
proliferacdo de dgas por irradiagdo ultrasOnica haveria anda o controle da viabilidade de
bactérias em um tratamento de &gua.



Mediante a dteracdo do pH de 7,0 paa 5,7 do meio de cultivo a desintegracéo das
cdulas Chl. sorokiniana diminuiu de 88 para 64% de clulas desintegradas no tempo de 10
minutos, indicando que o meio de cultivo tem influéncia Sobre aresséncia cdular.

A utlizacdo do ultrasom nos primeros edagios de traamento da &gua para
abastecimento combateria 0 crescimento de agas antes de se tornarem grandes populagbes. A sua
golicacdo gpos formacdp dedas floraghes resultaria no desprendimento de subgténcias até
indesgavels como toxinas de dgumas espécies e contaminaria a &gua, por isso sia adequado o

controle no inicio do processo.

Além da aplicabilidade do ultrasom no controle da proliferacdo de microdges em
&uas de abagecimento, eyperase também sua eficiéncia em processos de obtencdo de
Subprodutos intracelulares de interesse em pesquisa ou outros fins: Tomasn (2002) mostrou que
o ultrasom foi eficiente paa extracdo de proteinas intracdulares, io se deve a0 fao de no
tratamento sonificacd ocorrer lise ou rompimento da cdula, espdhando materid  citoplasmético
no meio. Também Vagas (2001) mostrou que o0 ultra-som pode divar invertase de Aspergillus

niger bem como fadilitar suaexcrecéo no meio de cultivo.



5— CONCLUSDES

Com os expeaimentos redizados gplicando-se ultra-som (20 KHz, dta intensdade)
em microrganiamos Chlorella sorokiniana e Selenastrum capricornutum obteve-se as seguintes
respostas:

A irradiacBdo propicia a formagido de suspensio cdular mas  homogénea
desagregando cdulas que por dgum motivo ndo esavam isolades e o0 ultrassom provave mente

induziu asua dissociagdo em Chlorella sorokiniana e Salenastrum capricor nutum.

Alterando-s= a amplitude de irradiacdo num mesmo intervao de tempo ndo ocorre

variacdo na quantidade de cdulas de Selenastrum capricor nutum.

O diametro da sonda néo influencia na quantidede de cdulas de Chlordla
sorokiniana contadas na sugpensfo irradiada por aé 10 minutos, mes dteracdo do pH no meio de
culturainterfere na resposta da sonicacdo destaaga.

O aimento do tempo de irradiacio faz com que 0 nUmero de cdulas diminua de
Selenastrum capricornutume Chlorella sorokiniana.

O ultrasom modrou capacidede de desntegrar  diferentemente as  dges

Selenastrum capricornutum e Chlorella sorokiniana.



6 - Propostas de continuidade da pesquisa

Quantificar adorofilaliberada no meio gpds irradiagéo das cdulas

Estabd ecer a condicdo Gtima para rompimento das cdulas

Verificar mediante o crescimento em meio de cultura a quantidede de cdulas inativadas
pelo ultra-som
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7 - RESUMO

Microdgas quando se desenvolvem intensamente recebem o0 nome de floragoes.
Como consgiéncia formamse flocos ou cobertura laminar que podem obstruir os sSstemas de
tratamento de &ua para uso indudrid ou domédtico. Tratamentos convencionas por insumos
quimicos no sentido de inibir 0 crexcimento nem sempre S0 eficientes. Na busca de métodos
dterndivos paa 0 controle da populacéo de microagas, procurou-se golicar ondas ultra-sonicas
paa dedtruir as clulas destes microrganismos. As egpécies Sdlenastrum  capricornutum e
Chlorella sorokiniana foram cultivadas em meio minerd Sdlido e liquido por cerca de cinco dias
Amodras de 50 mL foram irradiadas com ultrasom de freqiénda 20 KHz com amplitude de 80
% e sonda de 9 mm de didmetro nos tempos 30 segundos, 01; 10; 12 e 15 minutos As cdulas
foram quantificadas em Cémara de Neubauer procedendo-se cinco contagens para cada tempo de
sonicacdn. Os resultados com a S capricornutum demondraram que o ultrasom promove a
desagregacéo cdular gpds irradiacdo de 30 segundos identificado pdo aumento do nimero de
cdulas, permitindo que s infira que em dgumas Stuagbes os resultados das contagens podem
ndo s totamente exatas. Entretanto, a sonicacdo gpds dez minutos produziu 88% e 82% de
morte da Chlorella sorokiniana e S capricor nutumrespectivamente.



8 - ABSTRACT

Micro-dgee when devedoping intensdy under favorable conditions is sad to be
flourishing. As conssquence, flakes or laminar layer formations can obdruct indudrid or
domegtic water treatment plant inddlations. Conventiond treatments utilizing chemicds are not
dways very effident in inhibiting these formations. In the search for dterndtive methods to
control the micro-adgae populaion we tried the application of ultrasound for the destruction of
the cels of these microorganisms. Selenastrum capricornutum and Chlorella sorokiniana were
cultivated in solid and liquid minerd media for about 5 days. 50 mL samples were irradiated with
ultrasound with a frequency of 20 KHz, 80% amplitude and a 9 mm probe for: 30 seconds 01,
10; 12 and 15 minutes. The cdls were quantified in a Neubauer Chamber with 5 counts being
done for each individud exposure time. The results with the S capricornutum showed that a 30
seconds gpplication of ultraasound promotes cdlular desegregation, evidenced by the results from
counts are not relidble We were able to determine though that the application of ultra-sound for
10 minutes was able to kill 88% and 82% of the Chlorella sorokiniana and S capricornutum

repectively.
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