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Estudos interdisciplinares tém mostrado novas perspectivas de interacdo entre as dreas de
Biologia e da Fisica. Assim, quando métodos fisicos sdo aplicados aos biossistemas, aspectos novos
tém surgido na interpretacdo dos resultados.

Na Microbiologia a aplicagdo de ultrasom (US) em compostos organicos e em estruturas
bioldgicas tem motivado muitos estudos cientificos e, quando utilizados adequadamente, sdo capazes
de inibir ou destruir os microrganismos. Assim, hd a possibilidade de descontaminag¢do de &4gua,
homogeneizagdo de suspensdes, melhor dispersdo de particulas assim como de células de microalgas,
de esporos, de leveduras, propiciando quantificagdo mais exata. Outras aplicacdes em fungos t€m
conduzido a minimizagdo de contaminantes em cosméticos, extracdo e ativagdo de enzimas e
desfloculagdo de leveduras induzida por bactérias.

Domingos (1998), descreveu que os efeitos biologicos do US, ainda que ndo completamente
esclarecidos, estdo associados ao efeito da cavitagdo. A cavitagdo é a formacao de microcavidades ou
microbolhas no meio liquido contendo quantidades varidveis de gds, vapor ou ambos. No caso de
células bioldgicas ou macromoléculas em suspensdo aquosa, o US pode alterd-las estrutural ou
funcionalmente mediante cavitacao.

Sinisterra (1992) mostrou que o US a altas intensidades pode romper células ou desnaturar
enzimas, mas a baixas intensidades podem modificar o metabolismo celular ou aumentar a
transferéncia de reagentes ou produtos através da parede ou membrana celular.

Bucalon e Palma (1989), encontraram que células de Saccharomyces cerevisiae irradiadas a 20
KHz (2,5 W.cm’z) e depois cultivadas, apresentaram diminui¢io do volume celular (35%). Os
pesquisadores encontraram que a irradiacdo induz lento desenvolvimento, embora nio altere a sua
reproducdo. Isto sugere que os receptores para o crescimento celular foram afetados pela irradiacao.
Os mesmos autores descreveram que apds sonicagdo de células de Saccharomyces cerevisiae a
20KHz/seg (10 W.cm?) estas romperam-se. Os autores encontraram dois grupos de células com
diferentes graus de susceptibilidade a desintegracdo. Um grupo correspondia a células muito
resistentes a ruptura sonica (32% a 42% das células totais) e outro grupo mais suscetivel a ruptura (58
a 68%). Por meio de andlises quimicas os autores descobriram que a o citosol influencia na
suscetibilidade da parede celular, e que a manose € liberada ao meio, a partir da manoproteina, durante
a sonicacdo. Os autores descreveram modificagdes ao nivel de membrana citoplasmadtica ativando as
enzimas responsdveis pelo transporte ao serem irradiadas por US.

Assim podem ocorrer muitas respostas quando ondas ultrasdnicas sdo aplicadas aos sistemas
bioldgicos e diante da perspectiva de aplicacdo de ultrasom pretendeu-se utilizar esta metodologia
sobre suspensdo de esporos de Aspergillus niger, um contaminante constante de frutas.

A partir de uma cultura estoque retirou-se esporos de Aspergillus niger, inoculando-os em
tubos de cultura contendo meio de malte 2 % . Os tubos foram incubados em estufa de 28°C por 48
horas. Durante este periodo o fungo cresce e ocorre a esporulacdo. Aos tubos contendo as culturas de
A. niger esporuladas, acrescentou-se cerca de 5 mL de solugdo de Tween 80 a 0,1%. Os tubos a
seguir foram agitados até o desprendimento dos esporos. Estes foram transferidos para um erlenmeyer.
A seguir repetiu-se a operagdo. As suspensdes de esporos reunidas tiveram o volume ajustado com
Tween a 0,01% até o volume de 100 mL. Desta suspensdo retirou-se uma aliquota para contagem em
Céamara de Neubauer. Esta contagem € referenciada como nimero real de esporos.

A irradiacdo de US com o equipamento gerador de ultrasom, o desruptor de células
Tornton/Unique, sobre a suspensdo foi padronizada nos tempos de 3 a 40 minutos, variando nos
experimentos. Para cada tempo de irradiacdo foram retiradas aliquotas de 1 mL com as quais efetuou-
se dilui¢cdes decimais seguida de plaqueamentos em meio para fungos com rosa bengala, um
modulador do crescimento e esporulacdo no meio de cultura . Apds incubacio de 48 horas a 28°C
foram contadas as colonias geradas pelos esporos vidveis. Os resultados foram expressos em Unidades
Formadora de Coldnias/ mL (UFC/mL).



Durante a execucdo dos experimentos observou-se que os esporos de A. niger t€m forte
aderéncia entre si e apresentam baixa viabilidade quando comparada com o nimero contado em
Céamara de Neubauer (TO). Apesar dos esporos estarem suspensos em solucdo de Tween 80, que
exerce o papel de baixador de tensdo superficial e propicia a dispersdo, apds as irradiacdes iniciais o
nimero dos esporos vidveis aumenta em relagc@o aos iniciais. Este aumento do niimero de esporos apds
maior exposicdo ao ultrasom demonstra que os esporos estdo fortemente agregados, e a irradiagdo
ultra-sdnica promove sua desagregacao.

Pode-se observar diferencas entre os experimentos, em que hd diminui¢do do ndmero de
esporos em alguns experimentos € em outros ndo. Isto talvez seja em razdo de graus de resisténcia.
Este nivel de resisténcia pode ser devido ao tempo de maturagdo. Quando sdo elaborados
experimentos visando a suspensdo dos esporos, eventualmente a esporulacdo ocorre com mais
abundincia e em menor tempo que em outros experimentos. Assim, supdem-se que existem esporos
que possuem graus de resisténcia maiores, neste caso € natural que necessitem serem irradiados por
tempos maiores para que haja uma real diminuicdo da viabilidade. Mas, em geral, os resultados da
aplicacdo progressiva do ultrasom, apontam para declinio na viabilidade dos esporos apds a irradiagdo
embora os esporos apresentem certa resisténcia a invibializacao.

Generalizando-se pode-se considerar que houve diminui¢do no numero de esporos,
considerando-se o maior nimero obtido na contagem de UFC/mL, e o nimero final de esporos (dltimo
tempo de irradiagdo) (Tabela 1), excetuando-se os experimentos 2, 4, 8, 13 e 17, em que o udltimo
tempo de irradiagdo apresenta o maior niimero de esporos contados.

Tabela 1. Porcentagem de viabilidade de esporos considerando-se os experimentos 1 a 19 (o maior
nimero obtido na contagem de UFC, e o nimero final de esporos - dltimo tempo de irradiacio)
contados como Unidades Formadoras de Colonias/mL.

Numero do % viabilidade dos esporos
Experimento
Tempo de irradiagdo % de aumento % de diminui¢do

1 12 - 55,38
2 09 46,54 -
3 15 - 46,65
4 15 38,53 -
5 15 - 64,86
6 25 - 25,26
7 25 - 14,73
8 25 27,41 -
9 25 - 38,44
10 25 - 14,14
11 30 - 27,12
12 30 - 44,44
13 30 20,00 -
14 30 - 9,86
15 40 - 20,00
16 40 - 10,00
17 40 21,57 -
18 40 - 33,33
19 40 - 6,25

Como o US mostrou-se capaz de desagregar os esporos, pode ser que mesmo nos
experimentos que ndo apresentaram diminui¢do da viabilidade, poderia ocorrer uma diminui¢do no
nuimero de esporos, se o ultrasom fosse aplicado por mais tempo.

As alteragdes constatadas detectaram, portanto, que a irradiacdo ultrasdnica promove a
desagregacdo de células, propiciando suspensdes cada vez mais homogéneas permitindo melhor
quantificacdo.



Assim, a partir destes dados pode-se inferir que o equipamento Tornton/Unique tem potencial
baixo para inativar esporos de A. niger ap0s irradiacdo dependendo do nivel de resisténcia dos
esporos. Pelos dados obtidos verificou-se que os esporos t€m diferentes graus de resisténcia ao ultra-
som e que maiores tempos de exposi¢do a sonicagdo resultam em maior inviabilidade dos esporos.
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