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RESUMO 28 S

Induzir se a multiplicacao de algas Chlorella homosphaera (bio-indica-
dor) por ultra-som com duas intensidades diferentes 2,35 w/cn® (SATA), expo-
sigoes diarias com tempos variando de 5 a 15 minutos, com melhores resulta-
dos aos 5 minutos diarios com intensidade de 15 mw/cm’ . Os resultados nos le
vam a acreditar que ultra-som de baixa intensidade induz a multiplicagao de
algas Chlorella homosphaera.

Palavras-chaves: estimulagao ultrasonica de crescimento; multiplicagao de mi
crorganlsmos crescimento de populagao de algas, multlpllca
cao de algas por indugao ultrasonica.

ABSTRACT

The multiplication of algae Chlorella homosphaera, as bioindicator,
induced by ultrasound has been investigated taking into account, at least,
two intensities levels: 2,35 w/cnf (SAI) and 15 mw/cm® (SATA). Exposure daily
times varied from 5 to 15 minutes and the best results were observed when the
algae cultures were exposed 5 minutes per day an intensity as low as 15 mw/cmf
(EU). According to the results it is possible to conclude that low level ul-
trasound does induce the multiplication of algae Chlorella homosphaera.

Key words: ultrasonic growth stimulatiori; microorganism multiplication;algae
population growth; ultrasonic induction of algae multiplication.
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1 — INTRODUGAO

A saude e o bem estar humanos sao grandemente influenciados pela pre-—
senga ou ausencia de microrganismos no ambiente. O controle de microrganis-
mos € um serio problema da Engenharia Ambiental e tambem da medicina.

Nosso prop031to e interferir nas atividades microbianas utilizando ul
- tra-som. O ultraesom e uma forma de energia vibracional que tem demonstrado
possuir agao deletéria ou estimuladora, dependendo dos parametros enmprega~
dos - muito especialmente da intensidade.

2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Algas de uma cultura pura de Chlorella homosphaera foram utilizadas
como bio-indicadores nos ensaios de estudos do efeito maltiplicador do ul-
tra-som de baixa intensidade,

As determinagoes das quantidades de algas foram feitas atraves de me-
didas colorimétricas em porcentagens de trensmitancia e posterior conversio
para absorbancia, em espectrofotometro VARTAN uv Vvis, séerie 634, no compri-
mento de onda de 750 mm para determlnagao do nimero de células (partlculas
em suspensao) Também se fez, simultaneamente a contagem direta dos indivi-
duos em celula de Sedgwick-Rafter, em Hemacitometro (Hemacitometer Improved
Neubauer - Brigert Line) em mlcroscoplo binocular, marca Carl Zeiss, 320 ve
zes de aumento. o

A determinagao da concentracao de clorofila foi feita filtrando-se a-
mostras em filtros AP 20 "Millipore", meceracac e extragao de pigrento com
acetona a 90% e posterior leitura no espectrofotometro s 663 rm r 750nm,tég
nica sugerida por GOLTERMAN (1971).

A sonizagao ultrarsonlca foi efetuada utilizando-se dois diferentes a
parelhos de ultra-som:

-Aparelho gentilmente construido e cedido pela Bicengenharia, UE 1, (Pa
tente n? 8107560) com as seguintes caracteristicas:

- Cnda pulsada

- Freqliéncia fundamental 1,5 Miz

- Largura de pulso 200 us

~ Fregtiencia de repetigéo 1 Kiz
Intensidade SATA (space average, time average) = 15 mw/cm’ .
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O aparelho consta essencialmente de um oscilador tipo Colpitz capaz de
operar na faixa de megahertz com uma saida de radio freqgiiéncia de 1.5  MHz
com uma amplitude de 30 v pico a pico. Esse sinal e interrcmpido por um corn—
Junto "driver" e gerador de largura de pulso de tal forma gue se possa obter
um "burst” de RF com duragaco de 200s repetido a cada 1 ms (freqliéncia de re-
petigao do "burst" igual a 1 KHz). O conjunto eletronico excita uma ceramica
piezoeletrica PZT-4 de 2 cm de didmetro (transdutor) especialmente montada
para o experimento. A intensidade SATA (space average, time average) foi me-
dida em balanga radiometrica seguindo-se procedimento padrao, encontrando-se
o valor SATA de 15 mw/cnf .

~Aparelho especialmente montado por gentileza da THORNTON Impec Eletro-
nica S.A. de Vinhedo (SP), com as seguintes caracteristicas:

~ Onda continua

~ Freq!éncia fundamental 21 KHz

- Intensidade SAT (space average intensity) de 2.35 w/on® a 4.22w/cm’.

0O instrumento consta essencialmente de um oscilador de rédio—freqﬂ§n~
cia (para 20 KHz) e de um "driver" capaz de operar ate um limite maximo de
500 watts de potencia elétrica. O acoplamento de impedancias do oscilador e
do transdutor e feito através de trensformador capaz de neutralizar as rea-
tancias indutiva e capacitiva do transdutor. O transdutor € constituide de
un sanduiche de ceramicas piezoelétricas PZT-4, acopladas a um transformador
acustico especialmente projetado. A caracteristica mais importante do instru
mento esta na facilidade de se variar a intensidade - desde 2.35 watts/cm’
ate 18.79 watts/cm’ passando por cinco valores intermediarios, atraves  do
uso de uma chave no painel. Operamos com os dois prlmelroq valores: 2.35/w/
/em® e 4,22 wiond .

Para cada um dos dois instrumentos, durante as estimulagoes foi  adi-
cionado um alvo de ceramica PZT-4 de 2 cm de diametro, mergulhado nos meios
de cultura, capaz de, ac receber ¢ campo acustico produzido pelos transduto-
res, produzir cargas elétricas as quais poderiam influenciar os microrganis-—
mos circunjacentes.

Para cada lote de culturas sempre se separou um grupo controle e seis
outros foram utilizados para a pesquisa sendo sonizados: grupo 1 - controle,
grupo 2 - aparelho Thornton com seu préprio transdutor ponto O do painel
(2.35 w/cn’ }; grupo 3 — mesmo eparelho, mesma intensidade com o transdutor
PZT; grupo 4 - mesmo aparelho, seu préprio transdutor, ponto 1 (4.32 w/cn® );
grupo 5 - mesmo aparelho, mesma intensidade, mals transdutor de PZT; grupo
5 — unidade experimental BIO UE 1, com seu transdutor e grupo 5 —~ BIO UE 1
com transdutor de PZT. Apos o 79 dia de sonizagao todas as culturas eram re-
petidas para se observar seus conportamentos reprodutivos.

3 - RESULTADOS E CONCLUSCES

As dificuldades encontradas foram enormes. Pequenas variagoes no tem-
po de exposigéo a sonizagao por exemplo, levaram a diferengas muito grandes
nos resultados. Nao foi facil estabelecer uma rotina para o trabalho. Natu-
ralmente, por se tratar de linha de pesquisa completamente nova, sem supor-
te de literatura, esses percalgos eram esperados.



Nosso suporte cientifico apoiou~se nos trabalhos "in vivo" com  coe-
1hos e seres humanos. As coisas sao muito diferentes com microrganismos "in
vitro',

Os tempos de aplicagao de 5 minutos foram considerados consistentemen
te p051t1vos para a prollferagao de algas. Os tempos de 15 minutos eram de—
leterios a proliferagac. Uma provavel causa disto seria o fato de, mesmo
com intensidade baixa, haver possibilidade da cavitagao citada por Hill 197Q
com evidentes danos para os microrganismos.

Fenomenologicamente falando, o ultra—som de baixa intensidade induz a
multiplicagao de algas Chorella homosphaera.
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TABELA 1 - Ensaio de Estimulagao de Cultura de Chlorella homosphasra

Aplicagao de Ultra-Som -

Tempo de Exposigao: 10' diarios

1 2
Controle Ponto O
(PZT)
29/08
30/08 2,770E + 05 2,83CE + 05
31/08 3,690E + 05 3,770E + 05
02/08 5,400E + 05 7,700E + O5
06/09 8,730E + 05 1,083E + 06
09/09 1,027E + 06 1,346E + 06
13/09 1,088E + 06 1,710E + 06

|

15 mw/cmt
3 4
Ponto O U. E.
(PZT)
2,830E + 05 2,420E + 05
4,070 + 05 3,570E + 05
6,650E + 05 5,120E + 0%
9,370E + 05 7,890E + 05
1,159E + 06 1,278E + 06
1,107E + 06 1,417E + 06

TABELA 2 - Repique das Culturas Relativas

1 2 '
Controle Ponto O
(PZT)

16/09

17/09 1,99CE + 05 2,260E + 05
19/09 2,510E + 05 2,580FE + 05
20/09 2,660FE + 05 1,880E + 05

23/09 2,880E + 05 1,940E + 05
26/09 3,360E + 05 2,040E + 05
29/09 2,430E + O5 8,710E + 04
30/03 1,920E + 05 2,490E + 04

3
Ponto

1,490E
1,580E
7, 290E
1,080E
1,330E
6,220E
1,770E

aos Ensaios de

4
0 U.E.
(PZT)

+ 05 2,650E
+ 05 2,910E
+ 04 1,990E
+ 05 2,350E
+ 05 4,390E
+ 04 9,240E

04 3,380E

+ 4+ o+ + 4+ + 4

3,290E
3, 700E
5,210E
9,100E
1,129E
1,244E

29/08.

05
05
05
05
05

04

U.E,

3,500E
5,170E
6,240E
8,750E
1,0008
1,02CE
1,G9CE

+ o+ oo+ 4+

+ o+ o+ o+ o+

Intensidade: 2.35 w/cr® (ponto zero)

05
05
05
05
06
06

05
05
05
05
06
06
06



TABELA 3 - Ensaio de Estimulagao de Cultura de Chlorella homosphaera
Aplicagao de Ultra~Som ~ Intensidade: 2,35 w/en® (ponto zero)
15 nw/cen’ (U.E.)

Ensaio com reposigao de meio de cultura, diariamente sao retira-
dos 10 m& da cultura e colocados 20 mé de meio de cultura, 2000

de cultura sendo 100 mi em cada Erlemmeyer.

Tempo de Exposigao: 10!

19/09
20/09
21/09
22/09
26/09
28/09
03/10

1

Controle

2,540E + 05
7,200E + 05
7,270E + 05
1,470E + ©O6
1,740E + 06
2,430E + 06

2
Ponto O
(PZT)
2,790E + 05
6,260FE + 05
6,970E + OB
9,710E + 05
7,110E + 0%
4,660E + 05

3
Ponto O

3,150F +
5,760E +
7,890E + 05
1,16CE + 06
7,200E + 05
6,990E + 05

05
05

U.E.
Fz1)

3, 160K
5,90CE + 05
7,710E + 05
1,370E + 06
1,42CE + 06
1,430E + 06

+ 05

U.E.

3,320E + 05
6,040E + 05
6,560E + 05
1,380E + 06
1,430E + 06
1,840E + 06

TABELA 4 - Repique das Culturas Relativas aos Ensaios de 19/09.
Inicio do Repique (05/10), Novo Cultivo.

05/10
07/10
11/10
17/10
18/10

1
Controle

3,820E + 05
4,890F + 05
4,180E + 05
4,300E + 05

2
Ponto ©
(PZT)

1,670E + 05
3,50QE + 05
4,550E + Ob
5,010E + 05

3
Ponto O

2,040E + 05
1,970E + 05
1,87CE + 05
2,220E + 05

4
U.E.
(PZT}

2,260E + 05
3,250E + 05
3,310E + 0%
5,190E + 05

U.E.

2,990E + 05
4,440E + 05
4,340E + 05
5,300E + 05





