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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo definir os equipamentos para a elaboragdo da curva de
crescimento padrdo no estudo da radiagdo Nao-lonizante sobre a Bactéria Escherichia coli,
avaliando vantagens e desvantagens dos equipamentos.
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ABSTRACT

This works has as an object make a definition of equipments to elaborate a standard Bacterian growth curve
in the study of non ionizing radiation at Escherichia coli, evaluating advantages and disadvantages of
equipments.

Keywords: Escherichia coli, Non-ionizing radiation, Bacterian growth curve

INTRODUGAO

Para montagem do laboratério de microbiologia para radiacdo eletromagnética sobre a bactéria
E.coli é de fundamental importancia que se adquira alguns elementos como: Microscopio 40x, Centrifuga,
Espectrofotdmetro e Geladeiras para realizagdo de estudos dos efeitos da radiagdo n&o-ionizante (RNI)
sobre esta bactéria.

O microscoépio optico € um instrumento usado para ampliar e regular com uma série de lentes
multicoloridas e ultravioletas capazes de enxergar, através da luz, estruturas pequenas e impossiveis de se
visualizarem a olho nu. Sendo muito importantes para melhor identificacdo e contagem das col6nias.

A centrifuga é um equipamento que se aplica a forga centrifuga relativa em determinado objeto
gerada pela rotagdo em torno de um eixo, sendo usada para sedimentar soélidos em liquidos, ou liquidos
imisciveis de diferentes densidades separando-os. Podendo ser usada quantificar as col6nias avaliando um
critério de biomassa.

Os espectrofotdmetros sio instrumentos de andlise que permitem selecionar o comprimento de
onda (ldmbda) da radiagdo adequado a analise de um determinado componente, medir a intensidade | do
feixe emergente que corresponde a um determinado feixe incidente lo, convertendo o sinal recebido no
detector em medida de absorbancia para o comprimento de onda da analise e determinar a concentragao
de uma espécie em solugéo a partir do grafico da variagao de absorbancia em fungdo da concentragdo de
varias solugdes-padrao.
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A geladeira é fundamental para que se possa garantir a conservagédo das bactérias afim de que
possam estar disponiveis para uma proxima semeadura e posterior radiagao.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Radiagdo N&o-lonizante localizado no Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Campina Grande — PB.

Material
Foram utilizados no LabRNI os seguintes materiais:

Vidrarias (tubos de ensaio, béqueres, pipetas, baquetas, Erlemeyer)
Estufa;

Autoclave Phoenix;

Banho-maria;

Pipeta automatica 50u¢;

Meio de cultura TSB* e EMB?;

Multimetro

Balanca de precisao;

Incinerador;

Termbdmetro eletrbnico;

Termbmetro a laser;

Termdmetro de bulbo

Extrator de amostra;

Contador de colénias (UFC) Phoenix;

Camera fotografica digital Cannon 5Mpixel;

Luvas de procedimento, mascaras;

Agua destilada;

Geladeiras;

Estantes e suportes de tubo;

Desinfetantes;

Cepas controle L/B liofilizadas de Escherichia coli derivada ATCC 25922;
Placas de Petri pequenas (20ml) e grandes (150ml)

Métodos de determinagao da biomassa

Através de uma amostra, coloca-se na centrifuga e separa-se a biomassa seca e umida.
Principais caracteristicas:

E um método de contagem indireto
Contam células vivas e mortas

Mais adequado para amostras liquidas
A amostra “nao deve” possuir particulado
Populacao deve ser elevada

Trabalhoso

Resultados “imediatos”

Resultados “imprecisos”

Medidas ambientais




Antes de iniciar as medidas de impedancia a cada hora, foram registradas as temperaturas
ambiente e umidade relativa do ar (maximas e minimas); temperatura da estufa (verificada por meio de
termémetro de bulbo) e temperatura das amostras (por meio de termémetro a laser).

Medida de Impedancia® das Cepas

Para a realizacao desta medida foi utilizado um multimetro. As pontas do instrumento devem ser
introduzidas na cepa, sendo realizadas medidas nas posi¢des conforme a figura 1. Considerando
primeiramente o eixo das ordenadas na figura, as trés primeiras medidas sdo os pontos em vermelhos. A
primeira medida sdo nos dois pontos mais externos caminhando para o centro da placa de Petri. Estes
pontos estdo equidistantes, sendo os dois mais externos na borda interna da placa. A distancia entre os
pontos é de 2,0 cm, contando da borda para o centro. A medida na abscissa segue 0 mesmo esquema
descrito para a ordenada. O valor é encontrado considerando a média ponderada dos valores encontrados
para abscissa e ordenada. Os pesos das médias sao as distancias entre os pontos de medida.

Esse procedimento era repetido a cada hora, durante o intervalo de oito horas ininterruptas, para
cada amostra (placa Petri com EMB + diluigdo especifica). Com também a contagem de colbnias pelo
SAUFC

Fig. 1: Esquema de medida da impedancia nas cepas

Irradiagdo das Cepas de E. coli

Baseado no estudo prévio das amostras de E. coli ndo irradiadas foram selecionadas as diluicdes
1.3 e 1.4 para serem submetidas a RNI durante 10 horas na estufa.

Foi introduzido na estufa um sinal eletromagnético com frequéncia de 650 MHz, por meio de uma
antena bipolar, colocada a uma distancia de 37 cm das placas Petri, sendo o posicionamento da antena
perpendicular as cepas.

Apods as 10 horas, foi realizado o procedimento de medida de impedancia como acima descrito e
contagem de colénias pelo SAUFC*

Expurgo das Cepas Utilizadas

A Incineracdo das Amostras foi realizada na fase final de cada ciclo de Contagem caracterizando-se por:
¢ Recolhimento das amostras da estufa apds o término da fase de contagem;
e As Placas Petri de material plastico foram fechadas hermeticamente com esparadrapo e
desprezadas em lixo especial;
e As Placas Petri cujo material era vidro foram levadas ao Incinerador®
¢ No Incinerador as Placas de Petri foram submetidas a uma temperatura de 200-C por 2 horas.

3Medida da Impedancia: os microrganismos alteram a corrente elétrica de um meio de cultura devido as atividades
metabdlicas: Durante a reprodugao, as moléculas grandes (proteinas, lipideos) se transformam em moléculas menores
como aminoacidos e acidos graxos, que sdo quimicamente mais ativas. O acumulo destes compostos leva a alteragdes
mensuraveis. O tempo de detecgéo ocorre quando a concentragao de células atinge valores superiores a 106
células/ml. A curva resultante determina a presenga de microrganismos.

4 Sistema automatico das Unidades Formadoras de Coldnia

5 Aparelho utilizado na para descontaminagdo bacteriana;



RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que para a definicdo da curva padrdo de crescimento da E.coli alguns aparelhos foram
fundamentais e outros foram dispensaveis.

A estufa foi de grande importancia pois além de ser um aparelho elétrico utilizado para dessecagéo ou
secagem de substancias sdlidas e evaporagdes lentas de liquidos, foi utilizada como manentedora da
viabilidade das cepas concervando-as em temperatura constante e ideal.

O Autoclave Phoenix foi muito util para a esterilizagdo dos aparelhos porém a sua desvantagem principal foi
o extenso intervalo de tempo esperado para sua abertura apos esterilizagdo dos meios de cultura.

O banho Maria teve a vantagem de liquefazer o meio de cultura aquecendo-os de forma indireta, sem
exposicao direta a fogo e sem alteracao das caracteristicas do TSB e do EMB.

O microscopio nao foi utilizado em nosso trabalho devido a sua nao praticidade, seu alto custo e por
demandar muito tempo.

A centrifuga que avaliaria a contagem por método de biomassa também teve uma classificagdo inferior
quando comparado com o espalhamento superficial, também sendo um método de alto custo, ndo pratico.

A balanga de precisdo foi muito importante para a medicdo exata da massa de meio de cultura a ser
utilizada porém sua desvantagem foi o dificil manuseio por ndo ser digital.

O termOmetro a laser teve a vantagem de possibilitar a medida da temperatura sem necessidade de entar
em contato com a cultura de E.coli o que foi de estrema importancia para evitar coldénias polimicrobianas.

CONCLUSAO

A escolha dos equipamentos foi racional e com prioridade para a praticidade e funcionalidade de
cada item escolhido, e isto foi de fundamental importancia para a otimizacdo do desenvolvimento da curva
padrao de crescimento da E.coli .

Nao foi necessario a obtengdo de um microscépio de 40x visto que optou-se pelo sistema de
contagem a olho nu e pelo sistema automatico de contagem visto serem meios mais praticos e de menor
custo.

A centrifuga nao foi utilizada ja que optou-se pelo sistema de espalhamento superficial tendo em
vista também ser mais pratico e de menor custo.

Esta sendo realizado acordo entre o IECOM (Instituto de Estudos Avangados em Comunicagdes) e
a engenharia agricola para a utilizagdo do Espectrofotdmetro na proxima etapa do projeto. A Geladeira para
realizagdo de estudos dos efeitos da radiagdo nao-ionizante foi cedida pelo CCBS ( centro de ciéncias

bioldgicas da saude )
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