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RESUMO

A saude e o bem estar humanos sio fortemente influénciados pela presenca ou
ausencia de microrganismos no meio ambiente. O controle de microrganismos e
sério problema da Engenharia Ambiental e da Medicina. Ha certas situacoes em
que ha necessidade de se eliminar bactérias, algas e fungos. Mas ha outras
em que se deseja incrementar as populacoes ou as comunidades microbianas.

A proposta deste trabalho e utilizar um processo fisico, o ultra-som, para
se fazer o controle. 0 ultra-som tem demonstrado ser uma forma de energia
vibracional que tem demonstrado ser uma accdao destrutiva ou estimulante de-
pendendo dos parametros empregados, principalmente a intensidade. 0 ultra-
—som de alta intensidade foi utilizado para destruir microrganismos e o de
baixa intensidade para estimular o incremento com resultados bastante pro-—
missores.
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RESUMO

A saude e o bem estar humanos sio fortemente influen-
ciados pela presenga ou ausencia de microrganismos no meio am-
biente. 0 controle de microrganismos é seério problema da Enge-
nharia Ambiental e da Medicina. Ha certas situacoes em que ha
necessidade de se eliminar bactérias, algas e fungos. Mas ha ou-
tras em que se deseja incrementar as populaqaes ou as comunida-
des microbianas.

A proposta deste trabalho é utilizar um processo fisi
co,0 ultra-som,para se fazer o controle. 0 ultra-som tem demons
trado ser uma forma de energia vibracional que tem demonstrado
ser uma acao destrutiva ou estimulante dependendo dos pafame—
tros empregados, principalmente a intensidade. 0 ultra-som de
alta intensidade foi utilizado para destruir microrganismos e o

de baixa intensidade para estimular o incremento com resultados

bastante promissores.
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ABSTRACT

The human health and welfare are greatly influenced
by the presence or absence of microorganisms in the environment.
The microorganism control is a serious problem of Environmental
Engineering and Medicine as well.

There are peculiar situations for which there is the
necessity to eliminate bacteria, algal and fungal. In another
hand there are other situations for which the multiplication of
microorganism community is desirable.

The proposal of this work is the utilization of ultra-
sound as a means to destroy or to stimulate the multiplication
of microorganisms depending of a choice of appropriate parameters.

Ultrasound has demonstrated to be a source of vibra-
tional energy cery useful to destroy if placed to work in a high
intensity level and to stimulate growth of tissues, or microor-
ganisms colony, if it is turned to work with a low level inten-
sity.

The present work shows the first results for the reduc-
tion of both coliforms and algal, as well as, the significant

increase in number of individuals in algal colony.
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1 - INTRODUCAO

Em 1848 Louis Pasteur vaticinou "Messieurs, sont les
microbes qui auront le dernier mot...". O homem conseguiu colo-
car a Ciencia a servico da tecnologia e a tecnologia a servigo
do préprio homem, mas decorridos quase século e meio da "profe-
cia" de Pasteur, é ainda com os mlcrorganlsmos que o ser humano
trava luta desigual. Algas, fungos e bactérias causam serlos pro
blemas a medicina e a Engenharia Sanitaria -~ isto para nao citar
0¥ Vlrus, nossos maiores inimigos. Por outro lado, ha microrga-
nismos "aliados" do homem, utilizados na industria alimenticia,
farmaceutica e no tratamento de éguas residuarias.

A saude e o bem estar humanos sao influenciados pela
presenca ou ausencia de microrganismos no meio ambiente. "Nao ha
qualquer campo do saber humano - seja na indﬁstria, na agricultu
ra, no preparo de alimentos, em conexao com problemas de habita-
cao ou de Vestuério, na conservacao da saude humana ou de ani-
mais e no combate as doencas em que o microbio nao desempenhe um
papel importante e, as vezes, dominante" (S.A. Wakesman, 1942).

Diversos produtos quimicos e alguns processos fisicos
vem sendo utilizados para controlar os microrganismos - mais es
pecificamente, para destruir microrganismos que diretamente agri
dem o homem ou o meio ambiente e, neste caso, muito especialmen-
te para eliminar aqueles que poluem e contaminem as éguas. Diver
sas técnicas que utilizam a Quimica ou a Fisica sao empregadas pa
ra acelerar a proliferacao de certos microrganismos no fabrico
de manteiga, queijos, leites fermentados, o préprio pao e, ainda,
bebidas diversas como cerveJa, rhum, wisky, vinhos. E, a nivel de
Saneamento Ba51co, as bactérias sao importantes no tratamento de
efluentes domésticos e industriais - tanto nos processos aero-
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bios como e principalmente nos processos anaerobios.

Classicamente - atravées de historia jé um tanto longa-
aguas residuarias com altas concentracoes de organicos soluveis e
baixas concentracoes de solidos suspensos, tem sido tratadas em
Reatores Aerobios tais como lodos ativados e filtros biolégicos,
preferidos para o tratamento de residuos devido a facilidade de
operacao e pela tolerancia as flutuacoes no processo. Mas por
produzirem grandes quantidades de lodo, os reatores aerobios es-
tao se tornando onerosos face utilizacao das areas livres que es
tao sendo ocupadas por causa do grande desenvolvimento urbano e
devido tambem a crise energetlca os reatores anaerobios se tor-
nam muito interessantes.

"A partir desse quadro, o tratamento anaerobio vem se
tornando uma alternativa muito interessante em relagao ao aero-
bio pois, entre outras vantagens, resulta em mais baixos custos
de operacao e implantacao, além de produzirem blogas que pode
ser utilizado para fornecer energia...A digestao anaerobia vem
se constituindo assunto de grande interesse para pesquisadores do
mundo todo, inclusive por ser um processo onde ha muito por ser
esclarecido". (E.Foresti & V.Del Nery, 1987) Atualmente, com o
desenvolvimento da tecnologia dos processos biolégicos jé exis-
tem eficientes sistemas anaerobios para o tratamento de despejos
1iquidos.

No processo de tratamento anaerébio, embora haja vanta
gens (principalmente de ordem econamica), G. Lettinga et alii ci
tam a sensibilidade das bactérias anaerobias a grande numero de
compostos e a lenta partida do reator como desvantagens do trata
mento anaerobio.

E importante induzir a multiplicag¢ cao da populagao mi-
crobiana para favorecer,ou diminuir, o tempo de partlda do rea-
tor, bem como para garantir a efetlva bioconversao da matéria or
ganlca, bioconversao que depende de uma populagao microbiana di-
versificada e estavel a gual "age sintotroficamente, sendo que
alguns microrganismos utilizam determinados tipos de substratos
e produzem substancias que constituirao substrato para outros,de
tal modo que a degradacao da matéria organica possa ser realiza-
da satisfatoriamente" (J.G. Zeikus et alii, 1980).

Nossa proposta é, atraves de um processo fisico, inter
ferir nas comunidades microbianas. Mais especificamente: 1) des-
truir microrganismos com ultra-som de alta intensidade e 2) atra
ves de ultra-som de baixa intensidade induzir a sua proliferacgao.

0 ultra-som e uma forma de energia vibracional que tem
demonstrado uma acao destrutiva ou estimulante, dependendo dos
parémetros empregados. Por exemplo, uma intensidade ultra-sonica
entre 8 e 10 mw/cmzesté sendo empregada em estimulagao do cresci
mento o0sseo no tratamento de fraturas por L.R.Duarte e colabora-
dores, pesquisa pioneira com ultra-som, feita na EESC cujo pro-
cesso foi patenteado no Brasil e nos Estados Unidos da Ameérica
do Norte. Com base nesse trabalho, o mesmo grupo esta utilizando
ultra-som de baixa intensidade para tratamento de tecido epite-
lial lesado por queimaduras de 32 grau.

Por outro lado, uma intensidade alta de ultra-som(1000



w/cm® ) podem em 15 segundos, pulverizar calculos renais.
2 - OBJETIVOS

Utilizando algas e bactérias como indicadores biolégi—
cos testar as hipoteses:

2.1 - A alta intensidade do ultra-som pode destruir microrga
nismos.

2.2 - Ultra-som de baixa intensidade induz a proliferacao de
microrganismos.

3 - MATERTIAL E METODOS

3.1 - Bactérias coliformes da égua bruta que entra na Esta-
cao de Tratamento de Aguas de Sao Carlos estao sendo utilizadas
como indicadores biolégicos do efeito destruidor do ultra-som de
alta intensidade.

Algas sao utilizadas para ensaios do efeito destruidor
e multiplicador do ultra-som de alta e de baixa intensidade, res
pectivamente.

A quantificacao dos coliformes do grupo controle e dos
grupos ultra-sonizados foram feitos pelas técnicas tradicionais
e padronizadas: Tubos Mﬁltiplos e de Contagem em Placa, ambas se
gundo o Standard Methods for the Examination of Water and waste-
water.

As determinacoes das quantidades de algas foram feitas
atraves de medidas colorimétricas em porcentagens de transmitan-
cia e posterior conversao para absorbancia em Espectrofotametro
VARIAN UV Vis, serie 634, no comprimento de onda de 750 nm para
determinacao do numero de células (particulas em suspensao). Tam
bem se fez, simultaneamente, a contagem direta dos individuos em
Hemacitometro (Hemacitometer Improved Neubauer - Bright Line),em
microscépio binocular, marca Carl Zeiss, 320 vezes de aumento.

A determinacao da concentracao de clorofila foi feita
filtrando-se amostras em filtros AP 20 "Millipore", maceracao e
extracao do pigmento com acetona a 90% e posterior leitura no es
pectrofotometro a 663 nm e 750 nm, sugerida por GOLTERMAN (1971).

No caso da destruicao das células, uma aliquota da cul
tura (cerca de 90 m&) é ultra-sonizada, é feita a quantificacao
dos individuos e duas novas culturas sao preparadas (uma a par-
tir do grupo controle e outra do grupo sonizado) para observagao
do comportamento reprodutivo dos remanescentes.

Culturas puras de Ankistrodesmus densus, e de Chlorella

sp, isoladas ambas de amostras de égua doce da Represa do Lobo,
Sao Carlos, SP, estao sendo cultivadas e mantidas no Laboratorio
de Tracadores e Microanalises, mantidas em meio de cultura CHU-12,
meio esse modificado a partir do CHU-10, sugerido por Branco(1978)
para individuos de ambientes ricos em nutrientes. As culturas sao
mantidas a 22°C © 2, sob condicao de luminosidade 2.800 lux e



agitacao com borbulhamento de ar.

3.2 - Os instrumentos utilizados foram dois aparelhos produ-

tores de ultra-som.
3.2.1 - Para Alta Intensidade

Aparelho construido pela Bioengenharia da EESC, com as
seguintes caracteristicas.

Onda Continua

Frequéncia fundamental 21 KHZ
Intensidade (SAI - Space Average Intensity = 30 w/cm®)

3.2.2 - Para Baixa Intensidade
Aparelho construido pela Bioengenharia (Pat n©28107560).

Onda Pulsada

Frequéncia fundamental 1,5 MHZ
Largura de Pulso 200 us
Frequéncia de repeticao 1 KH
Intensidade (SATA) 15 mw/cmz%

0 aparelho consta essencialmente de um oscilador tipo
Colpitz capaz de operar na faixa de megahertz com uma saida de
radio freqﬁénci§ de 1.5 MHZ com uma amplitude de 30 v pico a pi-
co. Esse sinal e interrompido por um conjunto "driver" e gerador
de largura de pulso de tal forma que se possa obter um "burst"de
RF com duracao de 200 ps repetido a cada 1 ms (freqﬂéncia de re-
petigaoAdo "burst" igual al KHZ). 0 conjunto eletronico excita
uma ceramica piezoeletrica PZT-4 de 2 cm de diametro (transdutor)
especialmente montada para o experimento. A intensidade SATA
(space average, time average) foi medida em balanca radiométrica
seguindo-se procedimento padrao, encontrando-se o valor SATA de
15 mw/cmz.

3.2.3 - Para Baixa Intensidade

Aparelho especialmente montado por gentileza da THORNTON
Impec Eletronica SA de Vinhedo (SP).

Onda Continua

Frequéncia fundamental 21 KHZ
Intensidade (SAI - Space Average Intensity) 2.35 w/cm®

0 instrumento consta essencialmente de um oscilador de
radio-frequencia (para 20 KH ) e de um "driver" capaz de operar
até um limite maximo de 500 watts de poténcia elétrica. O acopla
mento de impedéncias do oscilador e do transdutor é feito atra-
vés de transformador capaz de neutralizar as reatancias indutiva
e capacitiva do transdutor. O transdutor é constituido de um san

duiche de ceramicas piezoelétricas tipo PZT-4 acopladas a um
transformador acustico especialmente projetado.

A caracteristica mais importante do instrumento esta
na facilidade de se variar a intensidade - desde 2.35 watts/cm’



até 18.79 watts/cm’ , passando por cinco valores intermediérios,
atraves do uso de uma chave no painel. Estamos operando com 2.35
watts/cm® para multiplicagao.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As dificuldades encontradas na busca de parametros fo-
ram enormes. Pequenas variacoes no tempo de exposicao a soniza-
cao por exemplo, levavam a diferencas muito grandes nos resulta-
dos. Nao foi facil estabelecer uma rotina para o trabalho. Natu-
ralmente por se tratar de linha completamente nova, sem suporte
de literatura, esses tropec¢os eram esperados.

Nosso suporte cientifico apoia-se nos trabalhos "in vi
vo" com coelhos e com seres humanos. As coisas sao muito diferen
tes "in vitro", com microrganismos. Inclusive as tecnologias de
quantificaggo quer das bactérias quer das algas, nao dao segu-
ranca a nao ser com amostras multo grandes. Para diminuir as pos
siveis falhas do processo, é o que nos propomos fazer: trabalhar
com grandes amostras para minimizar o erro. Sabemos que estamos
diante de um trabalho que requer tempo e paciéncia, mas acefita-
mos o desafio face os resultados obtidos que podem ser vistos nas
figuras anexas que colocamos como simples exemplos para mostrar
que estamos diante de um bom caminho.

Reducao de Microrganismos

Figura 1 - Reducao de Coliformes com Ultra-Som de Alta Intensida
de

Observa-se que em todos os ensaios houve significativa
reduggo do numero de individuos. Pode-se observar que nos tempos
de exposicao de 10 e 15 minutos ha mudanca de inclinacao das cur
vas, e essa diminuicao da taxa de reducao talvez seja devida ao
aumento de temperatura que o préprio processo provoca.

Figura 2 - Reducao de Algas

Também para as algas se observa que para o tempo de ex
posicao entre 10 e 15 minutos ha mudanca de 1nc11na§ao nas cur-
vas de reducao. Mas a reducao, em si mesmo, & auto-evidente em
todos os casos.

Embora o decréscimo do nimero de células nao seja gran
de em relacao ao grupo controle, cerca de 50%, o resultado foi
interessante porque apos a sonlzagao feitas novas "repicagens"
para outro meio de cultura, constatou-se morte da cultura, ou se
ja inviabilidade de reproducao. O grupo controle apés "repicagem!"
produzim outra cultura, sem problemas.

E nosso objetivo verificar o perque com a ajuda de pes
soal do ramo. Estamos levantando a hipétese da inviabilidade ce-
lular ser fisiolégica, uma vez que nao parece ocorrer alteracoes
significativas, pelo menos por observacao em microscopia 6ticacg
mum .



‘Multiplicacao de Microrganismos

Figura 3 - Multiplicacoes de Algas com Ultra-Som de Baixa Inten-
sidade

Os tempos de aplicacao de cinco minutos foram consis-
tentemente positivos para a proliferaggo de algas. 0 mesmo nao
ocorrendo com tempo malor de sonizacao de 15 minutos; na maioria
das vezes levando mesmo a reducao em relagao ao controle.

Uma provavel explicacao e que mesmo com uma intensida-
de de 2.35 w/cm existe,segundo Hill (1970) a possibilidade da
existencia de cav1tagao, com evidentes danos para os mlcrorganls
mos.

Talvez até se possa tentar reducao de mlcrorganismos
com baixa intensidade em tempos grandes de exp081gao ou grande
freqliencia de exposicao.

Figura 4 - Multiplicacao de Algas com Baixa Intensidade

Novamente na Flgura 4 se observa melhor desempenho no
crescimento com 5 minutos diarios de aplicacao.

5 - CONCLUSOES

Fenomenologlcamente falando os resultados conseguidos
até o presente momento sao indicadores de que devemos insistir em
testar a nossa hlpotese - tema da Influencia da Ultra-Som de Bai
xa Intensidade na Multiplicacao de Microrganismos e da Reduqao
com Ultra-Som de alta Intensidade.

Acreditamos que poderemos chegar a resultados que per-
mitam suporte para pesquisas aplicadas.
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