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Resumo

Este trabalho refere-se a alguns efeitos de um campo eletromagnético aplicados em
colonias bacterianas. A bactéria escolhida € bastante conhecida no mundo cientifico e trata-
se da Escherichia coli (E. coli). A parte experimental divide-se entre a andlise quantitativa,
qualitativa e morfoldégica sobre o ciclo de vida da E. coli. O circuito eletromagnético foi
gerado a partir de uma freqiiéncia de 60Hz. Durante um periodo de 18h, as bactérias
acopladas ao circuito eletromagnético se proliferaram em meio aquoso e a cada fase do
ciclo de vida da E. coli, foram realizadas dilui¢des em tubos de ensaio para a andlise da
absorbancia e contagem de bactérias vidveis. Ao mesmo tempo foram colocados em uma
estufa, na mesma temperatura do circuito, tubos contendo a mesma amostra em quantidade
e qualidade, para uma andlise paralela do seu ciclo de vida. O trabalho inclui andlise
morfoldgica, com a utilizacdo da microscopia eletronica de transmissdo (MET) e da
microscopia eletronica de varredura (MEV).
Palavras chaves: Campo eletromagnético, Escherichia coli, microscopia eletronica de

transmissdo (MET), microscopia eletronica de Varredura (MEV).

Abstract

This research work studies some effects of an electromagnetic field applied on
bacteria. The chosen bacterium is quite known in the scientific world, the Escherichia coli
(E. coli). The experimental part was divided into the quantitative, qualitative and
morphologic analysis on the life of bacterium Escherichia coli. The electromagnetic circuit
was generated from a frequency of 60Hz. During a period of 18h, the bacteria connected to
the electromagnetic circuit proliferated in watery way, and for each phase of the life cycle
of E. coli LTI, dilutions in test tube were performed for the analysis of the absorbancy and
counting of viable bacteria. At the same time, other test tubes holding the same sample in
amount and quality were placed in a incubator, at the same temperature of the circuit, for a
parallel analysis of its cycle of life. The work includes morphologic analysis, with the use of
transmission electronic microscopy (TEM), and scanning electronic microscopy (SEM).
Keywords: Electromagnetic field, Escherichia coli, Transmission Electronic Microscopy

(TEM), Scanning Electronic Microscopy (SEM).
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Capitulo I

Introducao

A religido, a sociedade e a natureza, tais sdo as trés lutas do homem. Estas trés lutas
sd30 a0 mesmo tempo as suas trés necessidades; precisa crer daf o tempo; precisa criar daf a
cidade; precisa viver daf a tecnologia.

O resultado do desenvolvimento tecnolégico da humanidade € a construgdo de
determinadas técnicas, as quais nascem da observacdo dos fendmenos e nas realizacdes
experimentais.

Estabelecer leis, imaginar hipéteses, testar a hipdtese escolhida e criar uma nova
teoria, foram feitos de grandes nomes, como Galileo Galilei, Pitdgoras, entre outros.

Alguns trabalhos j4 foram realizados a fim de compreender a interacdo de campos
eletromagnéticos em materiais bioldgicos, sendo um ponto chave na identificacdo de efeitos
possiveis induzidos. Desde o comeco, a maioria da ateng@o destas pesquisas, focalizaram os
efeitos em sistemas nervosos. A importancia deste alvo tem aumentado recentemente
devido a larga difusdo de terminais méveis usados perto da cabeca. Muitos trabalhos com o
objetivo de verificar os possiveis perigos a saide humana, analisaram especificamente os
efeitos térmicos, [1].

Ap6s muitos anos do estudo, hd muitos interesses e controvérsias que cercam 0s
efeitos de campos eletromagnéticos e da radiagdo de baixo nivel, [2]. Um outro trabalho,
estudou a exposi¢do de ovos férteis do Paracentrotus lividus, o Ourigo-do-mar a um campo
eletromagnético na freqiiéncia 75Hz, o qual conduziu a formagdo de embrides andmalos,
[3].

O desafio deste trabalho é elaborar um circuito eletromagnético gerado por uma
freqiiéncia de 60 Hz, cujo procedimento estd na observacao, andlise e correlacdo dos efeitos
deste campo sobre o ciclo de vida da bactéria Escherichia coli, bactéria esta bastante

conhecida em trabalhos cientificos publicados.



1. Organizacio da Tese

Esta dissertacdo estd organizada em cinco capitulos, sendo este o capitulo I de

introdugao.

O capitulo II abrange o estudo da proliferacdo bacteriana sob e sem o efeito do
campo eletromagnético, utilizando 4 técnica de contagem de bactérias vidveis e massa
espectral, dividido em:

e Testes de 18h do ciclo de vida da Bactéria Escherichia coli, utilizando uma bobina
de 1000 espiras / 1A para a elaboracao do circuito,

» Testes de 1h e 3h de exposi¢do da colonia bacteriana, utilizando bobinas de 1500
espiras / 1A e 1000 espiras / 1A;

* Testes de quatro geracOes expostas ao circuito eletromagnético gerado por uma
bobina de 1000 espiras / 1A.

O capitulo III trabalha com a microscopia de transmissao (MET), utilizada por
possibilitar a andlise da estrutura interna das coldnias bacterianas. O circuito elaborado
utilizou a bobina de 1000 espiras / 1A, o cultivo bacteriano segue o procedimento do
capitulo II, e foram obtidas imagens da bactéria Escherichia coli sob e sem a exposi¢cao ao
campo eletromagnético gerado. O microscopio utilizado foi o0 modelo LEO 906, do LME/IB
— UNICAMP.

O capitulo IV apresenta a microscopia eletronica de varredura (MEV), a qual analisa
e compara a morfologia das coldnias bacterianas, também sob e sem os efeitos do campo
eletromagnético gerado. Segue o mesmo circuito elaborado no capitulo III, assim como o
procedimento da cultura bacteriana. Foi utilizado o microscépio eletronico de Varredura
JSM — 5800LV, instalado no LME/IB — UNICAMP.

Finalmente o Capitulo V apresenta as conclusdes finais e recomendacOes para
futuros trabalhos.

2. Referéncia

[1] IEEE Transactions on Microwave Theory and Techniques, Vol. 48, (2000) 2082-2093.
[2] Measurement + Control. Vol. 31, no. 6, (1998), 166-9.

[3] Engineering Science and Education Journal. Vol. 7, (1998), 127-34.



Capitulo I1

Efeitos do Campo Eletromagnético em bactérias

1. Prefacio

Este capitulo envolve a elaboracdo do circuito eletromagnético, a descricdo e a
proliferacdo da bactéria Escherichia coli em laboratério, e os resultados de alguns efeitos
ou ndo sobre as colonias bacterianas expostas ao campo eletromagnético.

Alguns trabalhos ja foram realizados relacionando o crescimento bacteriano sob a
acdo de determinadas drogas aplicadas ou campos magnéticos, podendo-se citar, como
exemplo, o 4cido tanico como inibidor em organismos aqudticos, [6]; as caracteristicas de
colOnias de bactérias magnetotécitas, as quais respondem a presenca campos magnéticos,
[7]; a exposicdo da bactéria Escherichia coli durante 30 minutos em um campo
eletromagnético gerado por uma freqiiéncia de 50 Hz [8]; entre outros trabalhos.

O procedimento experimental deste capitulo é dividido em trés etapas: testes de 18
horas com a bactéria Escherichia coli - LT1; testes de 1h e 3h com a bactéria Escherichia
coli ATCC 25922 e testes de geragdes utilizando a bactéria E.coli LT1.

Nos resultados e discussdes apresentam-se graficos sobre a contagem de bactérias
vidveis e a absorbancia, os quais comparam os dados das amostras sob o efeito do campo

eletromagnético (campo) e sem o efeito do campo eletromagnético (estufa).

2. Revisao Bibliografica

A revisdo Bibliogréfica apresenta duas consideragdes gerais, o item 2.1 sobre o

campo Magnético e o 2.2 sobre a bactéria Escherichia coli.



2.1.  Campo Magnético

A primeira referéncia que se tem sobre Magnetismo remete a Tales de Mileto. No
entanto, somente com a inven¢do da bussola houve maior interesse em estudar o assunto.
Porém, foi no século XIX, com as equacdes de Maxwell e as teorias de Faraday, Ampére,
Laplace e Biot-Savart, que esta ciéncia obteve seu desenvolvimento maximo.

O Campo Magnético pode ser gerado através de um ima natural ou entdo a partir de

cargas em movimento, por exemplo, uma corrente elétrica percorrendo um fio.

2.1.1. Linhas de Indu¢do do Campo Magnético

O Campo Magnético, em cada ponto em cima dessas linhas de Inducdo pode ser

encontrado tracando um vetor tangente a elas na dire¢do Norte-Sul, observe a figura 1I-1.

Figura II-1. Formagao de Linhas de Indugdo saindo do Norte indo para o Sul do ima.

Em um fio longo atravessado por determinada corrente elétrica constante, o Campo
Magnético € ortogonal a direcdo da corrente. Isso se determinou experimentalmente no
século XVIII por Orsted, [5].

O Campo no fio retilineo depende basicamente da intensidade da corrente e da
distancia ao fio: quando maior o valor da corrente e mais proximo dele, maior serd a

intensidade do campo e vice-versa.



No Sistema Internacional, a unidade para o Campo Magnético € o Tesla, [T] e

geralmente adota-se a letra B para representé-lo.

corrente || =

=

Figura II-2. Campo Magnético formado a partir da passagem de corrente por um condutor.

A influéncia do meio recebe um nome especial: permeabilidade magnética. Para o

vdcuo, o valor € 41tx 10-7 N/A2. Esse valor é bem aproximado também para o ar.

Lei de Bio-Savart

H, i(d5x7)
4n r’

Equagao II-1. Lei de Bio-Savart.

dB =

Sendo: |, a permeabilidade magnética no vacuo;
1 a corrente percorrida pelo fio;
r a distancia entre o fio e a o ponto a ser analisado;
ds a parte infinitesimal do fio.

2.1.2. Bobina

Uma bobina consiste em um longo fio, enrolado segundo uma hélice de passo
pequeno, a qual conduz uma corrente i, [1].
Os pontos de cada espira, em uma bobina estdo muito proximos, e ndo se percebe a

curvatura do fio. Desta forma, a bobina comporta-se magneticamente, como se fosse um



longo fio retilineo, e as linhas de B, devidas a cada espira, s@o circunferéncias
aproximadamente concéntricas [1].
O campo da bobina € igual a soma vetorial dos campos produzidos por todas as

espiras que o constituem [1].

~
7z

A propor¢do que a bobina se torna ideal, isto €, a medida que se aproxima da
configuracdo de uma folha cilindrica infinitamente longa e condutora de corrente, o valor

do campo de indu¢@o em pontos exteriores tende para zero.

Figura II-3. Uma bobina de comprimento finito. Extremidade da direita de onde emergem
as linhas de B comporta-se como P6lo norte de um im3, e a da esquerda, como um pélo sul,

[1].

E possivel considerar para uma bobina real que o campo externo seja nulo, somente
se, seu comprimento for muito maior que o seu didmetro; deve-se considerar também que
os pontos exteriores estdo afastados de suas extremidades [1]. Levando em consideragdao
este fator de maior concentracdo do campo magnético, o circuito utilizado na parte
experimental, foi elaborado de tal maneira, que a colonia de bactérias E. coli ficasse

localizada na regido central da bobina.



i by ]

P ———o

| b _

“Tel= 'I-IO['I'I-T'f'l']'I'I'!'I'T'TIEOI'_T'T'I""'I'TO[OE-J-]‘TII"F_ :
—p— - ": __,.___.._.l.__.__,..___ ——

Figura II-4. Uma sec@o de uma bobina ideal, constituido de espiras adjacentes, de secdo reta
quadrada, equivalente a uma lampada cilindrica infinitamente longa, condutora de corrente,

[1].

Ao igualar a integral | 8. dl 2 soma de quatro integrais, tém-se;

[Bd= j:ﬁdl v [ pdl + fﬁdz +[ par

Equacao II-2. Somatéria dos campos magnéticos de uma bobina.

A primeira integral da direita vale Bh, onde 3 € a intensidade da indu¢do magnética
dentro da bobina e, h o comprimento (arbitrario) do segmento ab. Note-se que o percurso
ab, embora paralelo ao eixo da bobina, ndo precisa ser coincidente com ele. A Segunda e
Quarta integrais sdo nulas porque, para todos os elementos desses trajetos de integracao, 83 é
perpendicular aos mesmos. Isto torna 8.dl igual a zero, bem como as respectivas integrais.
A terceira, se refere a parte do retangulo que estd fora da bobina, anular-se-4, também, pois
consideramos 3 igual a zero em todos os pontos externos de uma bobina ideal [1].

Portanto, | B.dl, para o caminho retangular completo, vale Bh. A corrente i
resultante, que atravessa a drea limitada pelo percurso de integracdo, ndo € idéntica a

corrente ip da bobina, porque esse caminho corta mais de uma espira. Sendo n o numero de

espiras por unidade de comprimento, teremos [1]:

A lei de Ampére torna-se:

i=ip(n.h)
Bh=},loio_l’lh
B=pip.n

Equacdo II-3. Cédlculo do Campo Magnético.

Embora a equacdo acima tenha sido deduzida para uma bobina ideal, infinitamente

longa, vale com boa aproximag¢do, para pontos internos, préximos do centro de bobinas



reais. Mostra, além disso, que B € o mesmo em todos os pontos da secdo reta da bobina,
nao dependendo nem do diametro, nem do comprimento deste [1].

A bobina foi escolhida para este trabalho devido, a praticidade fisica de inserir um
campo eletromagnético nos tubos de ensaio, contendo meio liquido de nutrientes e da

colOnia bacteriana utilizada.

2.1.3. Determinagdo das caracteristicas magnéticas do niicleo
A curva de magnetizagdo (c.c.) do nucleo passa pélos vértices dos lacos de histerese
(c.a.), quando se varia gradualmente a amplitude da tensdo aplicada, conforme ilustrada na

figura abaixo, [2].

Vx

Hy

Figura II-5. Intensidade de campo magnético

Usando o método de integracdo de tensdo, com o auxilio de um circuito RC,

observa-se que o laco de histerese € composto dos seguintes sinais [2]:

No eixo x: H=NI=N Vg Vx . valor de pico
In In Rgy
Noeixoy: B=1 Jedt = RCVy Vy : valor de pico
NA NA

Equacgao 1I-4. Densidade do fluxo magnético.

No vértice do laco (HP, BP) tem-se a relagdao de permeabilidade magnética, [2].
t~Bp=p0 pr
Hp



Equacdo II-5. Estimativa da permeabilidade relativa do nucleo (ug), em relacio ao ar.

2.1.4. Efeito do entreferro sobre o campo magnético

Através das relacdes eletromagnéticas representadas pelas equagdes (7-10), podem-

se calcular os valores H, B e ¢ para uma dada corrente e condi¢des de entreferro [2].
T = fmm = NI [A] (Aesp)

Equacgdo II-6. Forca magnetomotriz

$é=BA [Wb]
Equacao II-7. Fluxo magnético

B =uH [T] (Wb/m?)
Equacdo II-8. Densidade de fluxo magnético

H=NI/l [A/m]
Equacdo II-9. Intensidade de campo magnético

2.1.5. Calculo das relutancias

A relag@o da equagdo abaixo, deve ser aplicada a cada trecho do circuito magnético
que contém diferentes caracteristicas magnéticas, resultando relutancias em série para um
caminho magnético fechado. Circuitos magnéticos com ramifica¢cdes produzem relutancias,
nas ligacdes em paralelo. A associacdo série — paralela das relutincias € similar a de

resisténcias elétricas [2].

R=1/pA [A-esp/Wb]
Equacdo II-10. Relutancia do circuito magnético

Sendo: 1 = comprimento médio do caminho;
A = drea transversal do condutor magnético
u = permeabilidade magnética
Este item apresentou alguns conceitos sobre campo magnético e bobina, fatores

imprescindiveis para a elaboracdo do circuito. A seguir estdo alguns conceitos sobre

bactéria, e em especial a Escherichia coli escolhida para a realizacdo deste trabalho.



2.2. Bactéria Escherichia coli

A células se dividem em Eucaridticas que abrangem as algas, fungos, protozodrios,
vegetais e animais; e Procaridticas as bactérias e algas verdes azuis.

As bactérias possuem seu sistema genético localizado no material nuclear; sua
estrutura do nicleo ndo € limitada por membrana; hd um cromossomo circular; sua parede
celular € formada por peptidioglicano; e sua multiplicacdo € realizada através da divisao
bindria simples, [4].

Este trabalho utiliza a bactéria Escherichia coli em seu procedimento experimental,
faz parte da micrébiota intestinal de mamiferos, caracteriza-se por ser um bacilo gram-
negativo, ndo esporulado, anaerdbico facultativo, cuja maioria é moével, podendo causar
infec¢Oes intestinais e extra-intestinais [3].

A E.coli foi identificada pela primeira vez por Theodor Von Escherich em 1885
sendo denominada inicialmente de bacterium coli. Em fun¢do de fazer parte da microbiota
da maioria dos animais, por muito tempo foi considerada ndo patogénica. No entanto, ao
longo de anos de pesquisas esta enterobactéria vem sendo associada a infec¢des localizadas
e sistémicas tanto em seres humanos quanto em animais, ndo se restringindo apenas ao
sistema digestorio, [4].

A seguir alguns conceitos de meio de cultura, contagem de bactérias vidveis em
placa de petri, e a absorbancia medida através do aparelho espectrofotometro. Conceitos

utilizados para realizar a parte experimental deste capitulo.

2.2.1. Meio de Cultura

O preparo do material nutriente para o crescimento de microorganismos em
laboratério, ¢ chamado de meio de cultura. Algumas bactérias precisam de nutrientes
apropriados para seu crescimento, assim como o pH, nivel de oxigénio, esterilizacdo e
temperatura apropriada. Quando desejavel o crescimento bacteriano num meio sélido,
utiliza-se dgar, um complexo derivado da alga marinha, sua composi¢do possui
propriedades importantes ao cultivo de bactérias [3].

O agar € muito utilizado na alimentagdo humana, no preparo de sorvetes e gelatinas.

A solucdo com agar € preparada, e ap0s a esterilizacdo, ainda quente, € colocada nas placas
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de petri, proxima a chama azul, temperatura apropriada. Depois as placas sdo levadas a

geladeira numa temperatura que inibe o crescimento da E. coli [3].

2.2.2. Contagem em Placa de Petri

O procedimento indireto € feito numa série de dilui¢des. Cada diluicdo em tubo
possui um décimo do tubo antecedente, entdo a amostra da dilui¢do € usada para inocular a
placa de petri. Nas placas, as colonias crescem em tamanho e sdo contadas. As amostras
utilizadas sdo bem pequenas e os calculos determinam o tamanho da populagdo total [3].

A vantagem € a contagem do ndmero de células cridveis (vivas), porém uma
desvantagem € o tempo necessdrio para as colonias se tornarem visiveis a olho nu, as vezes
em torno de 24h. HA trés suposi¢des, a bactéria cresce, se divide, e se reproduz em uma
coldnia independente, idéntica ao inoculo original.

E importante, que somente um nimero limite de células, seja desenvolvido na placa,
pois algumas superlotam a superficie e ndo se desenvolvem. Para assegurar a contagem, o
inoculo original € diluido diversas vezes; num processo chamado de dilui¢do serial.

Reitera-se, que no meio aquoso as coldnias bacterianas se proliferam em
quantidade, e no meio s6lido em tamanho. Por isso, apds um determinado tempo, é possivel
visualizar a olho nu as coldnias, e realizar a contagem em placas.

Neste trabalho realizou-se a dilui¢do de 3ul da amostra em 3ml de salina 0.15M, em

trés diluicdes sucessivas como estéd apresentado na figura acima.
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Figura II-7. Dilui¢do Serial

12



2.2.3. Turvagdo

A turvacdo é uma maneira de monitorar o crescimento bacteriano. Meio turvo &
quando multiplas bactérias estdo num meio liquido. O instrumento para medir a turvacdo €
o espectrofotdmetro. Funciona da seguinte maneira, o feixe de luz € todo transmitido sobre
uma colonia de bactérias em suspensdo, para uma célula fotoelétrica [3].

O numero de bactérias faz diminuir a intensidade de luz, que atravessa a célula
fotoelétrica. A intensidade da luz € registrada numa escala do instrumento.

O equipamento indica a porcentagem de transmissdo e fornece o registro de uma
escala logaritmica, denominada absorbéancia ou densidade 6ptica (DO) [3].

A absorbancia € usada para delinear o crescimento bacteriano. Quando a bactéria
estd em um crescimento logaritmico ou declinio, um grafico de absorbéncia versus o tempo
forma uma linha estreita. Se a absorbancia lida € correspondente a contagem de placas da
mesma cultura, esta correlagdo pode ser usada em futuras estimativas. Mais de um milhdo
de células/ml podem estar presentes na primeira observacio do meio turvo,
aproximadamente dez a cem milhdes de células/ml, necessarias para realizar a leitura no
espectrofotdometro [3].

No laboratério de Antigenos Bacterianos, do Depto. De Microbiologia e Imunologia do IB,
na UNICAMP, ha uma série de tubos contendo uma seqiiéncia de dilui¢des, designadas
Escala Macfarland. A experiéncia toma como referéncia a turvacdo da Escalal Macfarland,

para a elaboracdo do inoculo original (bactéria mae).

Figura II-8. Aparelho espectrofotometro com o elemento salina para obten¢ao do zero.
A figura II-8 demonstra a incidéncia do feixe de luz, do aparelho espectrofotometro,

sob um tubo contendo salina. Através desta incidéncia o instrumento obtém o zero ou o

chamado branco.
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incidéncia do feixe de luz sob o tubo contendo o meio de cultura.

3.2.

HodeHdEG

Ny

Figura II-9. Aparelho espectrofotdmetro com a colonia bacteriana.

Na figura II-9, ocorre o registro da absorbancia na amostra bacteriana, através da

Parte Experimental

Lista de Material Elétrico

01 Fonte ca ajustavel (Gerador)

01 Amperimetro

01 Voltimetro

01 Bobina de 1000 /1A espiras
01 Bobina de 1500 /1A espiras
01 Bobina de 600 /2A espiras
fios de ligacao

01 Bussola

Circuito Elétrico
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Figura II —10 Circuito elétrico
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3.3.

Lista do Material Microbiolégico - Amostra

s Escherichia coli ATCC 25922

L)

34.

3.5.

3.6.

2 Escherichia coli LT1

Equipamento

01 Espectrofotdmetro

01 Esterilizador por vapor de 4gua sob pressao (autoclave)
Micropipetas de volume varidvel de 100-1000ul; 10-100ul; 1-10 pl.

Placas de Petri para o cultivo em meio sélido
Tubos de ensaio

01 Estufa

01 Balanca Analitica

01 Espatula

01 Sistema de purificacdo de dgua Milli-Q, Millipore.
Papel aluminio

Algodao e gases

01 Becker

01 Alca de Drigalski

Swab

Meio de Cultura

Meio Rico em TSB / Tryptone

Meio Rico em TSA / Tryptic Soy Agar

Salina Fisioldgica 0,15M

Agua deionizada purificada em sistema Milli-Q

Procedimento

O procedimento em laboratério divide-se entre

a elaboragdo do circuito

eletromagnético, o preparo da amostra, a junc¢do do circuito com o material bioldgico, o

tempo de exposicdo e crescimento bacteriano em cada etapa, e os testes realizados para a

contagem de bactérias vidveis e absorbancia.

3.6.1.

Circuito Elétrico

O circuito elétrico foi elaborado a partir de alguns testes, que utilizaram a montagem

do circuito da figura II-11, onde a partir de um valor minimo de corrente, ia-se aumentando

gradativamente o valor até que a agulha magnética se alinhasse com o eixo magnético da
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bussola. Originalmente a agulha da bussola estava posicionada a 90° do eixo magnético da
bobina, ou seja, alinhada com o campo magnético terrestre.
As colonias bacterianas foram submetidas a um campo eletromagnético, cuja

intensidade era suficiente para alinhar a agulha da bussola com o eixo magnético da bobina.

Figura II-11. Testes utilizando a bussola e as Bobinas

A figura acima é a conexdo de um gerador com uma bobina, em série com um
amperimetro e em paralelo com um voltimetro. O gerador € alimentado pela rede elétrica,
na freqii€ncia de 60 Hz, e a tensdo varia de 127Vac a 135Vac.

Ressalta-se que este procedimento foi adotado, por ndo se dispor do equipamento
adequado para medir a intensidade do campo eletromagnético, (eletromagnético, pois sua

origem € gerada por uma corrente elétrica).
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Figura II-12. Circuito elétrico-biolégico

3.6.2. Preparo do Material Microbiolégico

No laboratério microbioldgico hd tubos de ensaio contendo bactérias armazenadas
em meios solidificados. Nesta experiéncia os tubos utilizados sao referentes a bactéria
Escherichia coli ATCC 25922 (E.coli K12) e a LT1.

A elaboragcdo de novas coldnias bacterianas € realizada através da reprodug¢do em
meio liquido; com o auxilio de uma al¢a Drigalski, esta é colocada no tubo solidificado,
(tomando o cuidado de escolher visualmente o local de maior drea de concentracdo
bacteriana). O material colhido € adicionado a um tubo contendo o meio liquido TSB.

Este procedimento € realizado somente em uma regido proxima a uma chama azul,
tendo eficdcia somente em torno de uma drea de 25cm.

O tubo esterilizado contendo o meio TSB € passado ao fogo ao ser aberto e fechado.

Este tubo contém a amostra que dard origem a quantidade da amostra de referéncia (bactéria
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mae) a ser utilizada neste trabalho. Serd levado a estufa a temperatura de 37°C durante 24
horas para o crescimento em condi¢des normais.

Ap6s o tempo de crescimento, em torno de 200 ml da coldnia cultivada foi diluida
em um tubo de ensaio contendo 3ml de salina 0,15M. A turvacdo do tubo diluido em salina
¢ comparada com a turvagdo do tubo padriao da Escalal de Macfarland.

A escalal Macfarland é uma referéncia de quantidade de coldnias bacterianas
utilizadas em laboratério microbioldgico, uma maneira de padronizar a quantidade inicial

de bactérias da experiéncia.

3.6.3. Amostra do Campo e da Estufa

Ap6s a comparagdo € retirado um 1ml da solucdo elaborada e adicionado a um tubo
de ensaio contendo Iml do meio de cultura TSB (nutriente para o crescimento dos
microorganismos em meio aquoso).

Dois tubos foram preparados nas mesmas condi¢des e quantidades, um levado para
a exposi¢do ao campo eletromagnético e o outro para o crescimento em estufa (piloto).

Ap6s o tempo determinado para cada experi€ncia, o tubo de ensaio sob o efeito do
campo (campo) e o tubo piloto (estufa), sdo levados a uma regido préxima da chama para o

processo de diluigdes.

3.6.3.1. Absorbancia

Estas diluicdes sdo necessdrias para medir a quantidade de massa espectral
(absorbancia). Toma-se inicialmente 3 pl de bactéria do tubo acoplado ao circuito (campo)
e adiciona-se ao tubo de 3ml de salina 0.15M. Sdo realizadas mais duas diluicdes em
seqiiéncia, diluicdo-1 e dilui¢do-2. O mesmo processo de dilui¢des devem ser realizadas
com as bactérias do tubo piloto (estufa).

E importante esclarecer que a quantidade de massa espectral obtida através do

espectrofotdmetro inclui tanto bactérias vivas como mortas.

3.6.3.2. Bactérias vidveis
Para a contagem de bactérias vidveis toma-se 200 pl de cada diluicdo acima descrita

e adiciona-se a placa de Petri, cultivada com o meio de cultura TSA.
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Haé uma técnica para espalhar as bactérias na placa de Petri, demonstrada a seguir:

Figura II-13. Espalhamento na placa de Petri

Depois do espalhamento as placas sdo levadas para a estufa a 37° (uma temperatura
Otima de crescimento bacteriano), num periodo de 24h.

E importante esclarecer que, no meio aquoso, as coldnias bacterianas se proliferam
em quantidade e no meio s6lido em tamanho das coldnias. Por isso apés um determinado

tempo, € possivel a olho nu, realizar a contagem de colonias nas Placas de Petri.

3.7. Elementos do circuito

e :

T] b
L

Bohina Q I::I

Tubo de ensaio Termometro Isopor
A figura II-14. Elementos do circuito elétrico e bioldgico utilizados.

O material bioldgico foi posicionado na regido interna central da bobina, onde a
concentracdo do campo eletromagnético é mais intensa. O termdmetro acoplado ao tubo

permite um controle constante da variacdo de temperatura.
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A fixacdo do tubo acoplado ao termOmetro, foi realizada através de um material

isopor, por ter a propriedade de isolamento térmico.

I.H"I""n' 'Illlml llllm

1_
1

Figura II-16. Piloto
Figura II-15. Bobina contendo o material biol6gico

3.8.  Etapas dos testes realizados

3.8.1. 1% Etapa — Testes de 18 horas com a bactéria Escherichia coli - LT1

O circuito utilizado € o da figura [I-17, a bobina € de 1000 espiras / 1A.

O preparo da amostra biolégica estd explicado no item 3.6.2. e 3.6.3. acima
descritos.

Esta etapa possui 18h de duracdo, sendo a cada trés horas a realizacdo de diluicdes,
para andlise da massa espectral e contagem de bactérias vivas, nas placas de Petri. Reitera-
se que os testes realizados foram das coldnias da estufa e do campo. Estes dados
possibilitam a andlise do crescimento bacteriano sob e sem a exposicdo ao campo

eletromagnético.
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3.8.2. 2% Etapa — Teste de 1h e 3h com a bactéria Escherichia coli ATCC 25922

A

Eracor B
Gerad /-\_/ @

Figura II-17. Circuito Elétrico

O periodo de teste nesta etapa € de 1h e 3h, e as bobinas utilizadas sdo de 1000
espiras /1A e 1500 espiras /1A.

Ressalta-se a observacdo que apds algum tempo do circuito ligado, ocorre
dissipa¢do térmica na bobina, levando a um aumento da temperatura da amostra acoplada.
Para eliminar este inconveniente, manter constante a temperatura da amostra bioldgica, e
também para maior seguranca da vida util da bobina, o circuito elétrico foi colocado em
uma sala isolada, com o ar condicionado entre 15°C e 19°C. Esta variacdo € devida as
condicdes internas e externas ao circuito, em cada experiéncia. Reitera-se que a temperatura
da amostra na estufa durante toda a experi€ncia foi mantida igual a da amostra no campo.

A questdo “variacdo de temperatura” € um dos parametros mais dificeis a serem

controlados.

3.8.3. 3* Etapa — Teste de Geracdes com a bactéria Escherichia coli - LT1

Este trabalho utiliza a mesma metodologia de preparo de materiais e circuito
utilizado nas etapas anteriores.

Primeiramente coloca-se uma amostra de quantidade similar no circuito e na estufa.

Ap6s o periodo de teste, minimo de 18h de crescimento, retira-se o caldo e efetua-se
a andlise de massa espectral e quantidade de bactérias vivas.

Uma amostra é guardada, e colocada em um novo processo, sendo analisada a
secunda geracdo, terceira geragdo e quarta geracdo de bactérias expostas ao campo

eletromagnético e da amostra crescida em estufa.
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4. Resultados e Discussoes

1* ETAPA - Testes de 18 horas com a bactéria Escherichia coli - LT1.

O procedimento deste trabalho encontra-se no capitulo II, Parte Experimental, item
3.8.1. Abaixo seguem todos os graficos sobre a contagem de bactérias vidveis e absorbancia

desta etapa, utilizando bobina de 1000 espiras
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Grifico II-1. 1* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, mostrando as bactérias
de controle (Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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Griéfico II- 2. 1* Experiéncia da Absorbancia, referentes as bactérias de controle
(Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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2* Experiéncia 18 horas
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Grifico II-3. 2* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, mostrando as bactérias
de controle (Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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Griéfico II- 4. 2* Experiéncia da Absorbancia, referentes as bactérias de controle
(Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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3* Experiéncia 18 horas

75 T T T T T

—— Campo
---+-- Estufa

(¢
o

Niumero de Bactérias
Viaveis (colonias)
N
(03]
T

Tempo (h)

Griéfico II-5. 3* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, mostrando as bactérias
de controle (Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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Griéfico II- 6. 3* Experiéncia da Absorbancia, referentes as bactérias de controle
(Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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4* Experiéncia 18 horas
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Grifico 1I-7. 4* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, mostrando as bactérias
de controle (Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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Griéfico II- 8. 4* Experiéncia da Absorbancia, referentes as bactérias de controle
(Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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5% Experiéncia 18 horas
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Grifico 1I-9. 5* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, mostrando as bactérias
de controle (Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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Griéfico 1I-10. 5* Experiéncia da Absorbancia, referentes as bactérias de controle
(Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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6" Experiéncia 18 horas
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Grifico II-11. 6* Experiéncia do niimero de bactérias vidveis, mostrando as bactérias
de controle (Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).

0.2 T T T T T

Absorbancia (Abs)
o
'—\

Tempo (h)

Griéfico II-12. 6* Experiéncia da Absorbancia, referentes as bactérias de controle
(Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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7* Experiéncia 18 horas
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Griéfico II-13. 7* Experiéncia do numero de bactérias vidveis, mostrando as
bactérias de controle (Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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Griéfico II- 14. 7* Experiéncia da Absorbancia, referentes as bactérias de controle
(Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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8" Experiéncia 18 horas
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Grifico II-15. 8* Experiéncia do niimero de bactérias vidveis, mostrando as bactérias
de controle (Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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Griéfico II- 16. 8" Experiéncia da Absorbancia, referentes as bactérias de controle
(Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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9* Experiéncia 18 horas

400 T T T T T
350F
300:— —— Campo
250F Estufa
200f
150F
100}

al
o
T

Numero de Bactérias
Viaveis (colonias)

)

S o

=
»
1

_100_ I I I I I
Tempo (h)

Grifico II-17. 9* Experiéncia do niimero de bactérias vidveis, mostrando as bactérias
de controle (Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
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Griéfico II- 18. 9* Experiéncia da Absorbancia, referentes as bactérias de controle
(Estufa) e as expostas ao campo eletromagnético (Campo).
Grafico Comparativo
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Resultados do crescimento bacteriano no periodo de 18 horas

Numero de Bactérias Viaveis
Colonias (%)

Griéfico II- 19.

Absorbancia Abs (%)

Grafico II- 20.
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Gréfico comparativo entre o crescimento bacteriano na estufa e no campo,
num periodo de 18 horas, utilizando a bobina de 1000 espiras.
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Grifico comparativo entre a absorbancia verificada na estufa e no campo,
num periodo de 18 horas, utilizando a bobina de 1000 espiras.
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Discussoes — 12 ETAPA: Testes de 18 horas com a bactéria Escherichia coli - LT1

Esta 1* Etapa apresenta as experi€nicas sobre o crescimento bacteriano, no periodo
de dezoito horas sob as seguintes andlises: a contagem de bactérias vidveis (contagem de
colonias de bactérias vivas, em placas de petri), e a Absorbancia (a medida da massa
espectral no aparelho espectrofotdometro).

Os comentdrios a seguir referem-se a contagem de bactérias vidveis.

A amostra inicial utilizada foi a mesma em quantidade e qualidade tanto para a
cultura realizada em estufa (Estufa), como na cultura colocada na regido central da bobina
(Campo).

Os tempos marcados para as andlises foram de 3h, 6h, 9h, 12h, 15h, 18h.

Os gréficos 1I-1; 1I-3; II-5; 1I-7; 1I-9; I-11; 1I-13; [-15, e 1I-17 apresentam os
resultados obtidos nas nove experiéncias realizadas no periodo de 18h.

O gréfico II-19 é um levantamento estatistico da porcentagem do crescimento em
placa de petri (contagem de bactérias vidveis), desta etapa. Este grafico permite verificar
que nas primeiras trés horas, 70% do cultivo das bactérias sob o efeito do campo
eletromagnético (Campo), apresentou em torno de 20% de resisténcia ao crescimento,
devido a adaptacdo das colonias bacterianas a um novo meio.

No tempo de 6h, 70% das experiéncias apresentaram uma superioridade em torno de
38%, da cultura exposta ao campo eletromagnético em relacio a cultura na estufa.

No periodo de 9h, 70% das experiéncias demonstraram que o cultivo na estufa é em
média 26% maior em relacdo ao campo.

No tempo de 12h, os valores medidos para o campo e estufa ndo apresentaram
variagOes significativas.

No periodo entre 15h e 18h, respectivamente 70% e 90% das experiéncias
apresentaram um crescimento superior no campo eletromagnético. Este valor em média € de
28% para as experiéncias no periodo de 15h, e 48% no periodo de 18h. Foi notéria a
superioridade do crescimento de bactérias vidveis no campo em relagdo a estufa, justamente
na fase de declinio e morte bacteriana.

Seguem abaixo os comentdrios sobre a absorbancia medida.
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No tempo de 3h e 6h respectivamente, 70% e 90% das experiéncias realizadas
apresentaram uma massa espectral superior na estufa em relacao ao campo.

No periodo de 9h, os valores medidos para o campo e estufa ndo apresentaram
variagOes significativas.

Entre 12h, 15h e 18h, respectivamente 70%, 80% e 100% das experiéncias

realizadas apresentaram valores superiores no cultivo em estufa.
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2* ETAPA - Teste de 1h e 3h com a bactéria Escherichia coli ATCC 25922.

O procedimento deste trabalho encontra-se no capitulo II, Parte Experimental, item
3.8.2. Abaixo seguem todos os graficos sobre a contagem de bactérias vidveis e absorbancia
desta etapa, mostrando as bactérias de controle (Estufa) e as expostas ao campo

eletromagnético (Campo).
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Grifico II-21. 1* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 1 hora,
utilizando bobina de 1000 espiras.
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Griéfico II- 22. 1* Experiéncia de 1 hora sobre absorbancia, utilizando bobina de
1000 espiras.
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2* Experiéncia — Bobina 1000 espiras / 1 hora
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Grifico 1I-23. 2* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 1 hora,
utilizando bobina de 1000 espiras.
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Grifico II- 24. 2 Experiéncia de 1 hora sobre absorbancia, utilizando bobina de
1000 espiras.
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3* Experiéncia — Bobina 1000 espiras / 1 hora
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Grifico 1I-25. 3* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 1 hora,
utilizando bobina de 1000 espiras.
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Grafico II- 26. 3* Experiéncia de 1 hora sobre absorbancia, utilizando bobina de
1000 espiras.
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1* Experiéncia — Bobina 1500 espiras / 1 hora
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Griéfico 1I-27. 1* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 1 hora,
utilizando bobina de 1500 espiras.
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Grafico II- 28. 1* Experiéncia de 1 hora sobre absorbancia, utilizando bobina de
1500 espiras.
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2* Experiéncia — Bobina 1500 espiras / 1 hora
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Griéfico 11-29. 2* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 1 hora,
utilizando bobina de 1500 espiras.
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Griéfico II- 30. 2* Experiéncia de 1 hora sobre absorbancia, utilizando bobina de
1500 espiras.
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3* Experiéncia — Bobina 1500 espiras / 1 hora
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Grifico 1I-31. 3* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 1 hora,
utilizando bobina de 1500 espiras.
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Grifico II- 32. 3* Experiéncia de 1 hora sobre absorbancia, utilizando bobina de
1500 espiras.
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1* Experiéncia — Bobina 1000 espiras / 3 horas
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Grifico 1I-33. 1* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 3 horas,
utilizando bobina de 1000 espiras.
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Grifico II- 34. 1* Experiéncia de 3 horas sobre absorbancia, utilizando bobina de
1000 espiras.
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2* Experiéncia — Bobina 1000 espiras / 3 horas
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Grifico II-35. 2* Experiéncia do ndmero de bactérias vidveis, no periodo de 3 horas,
utilizando bobina de 1000 espiras.
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Griéfico II- 36. 2* Experiéncia de 3 horas sobre absorbancia, utilizando bobina de
1000 espiras.
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3* Experiéncia — Bobina 1000 espiras / 3 horas
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Griéfico 1I-37. 3* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 3 horas,
utilizando bobina de 1000 espiras.
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Griéfico II- 38. 3* Experiéncia de 3 horas sobre absorbancia, utilizando bobina de
1000 espiras.
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1* Experiéncia — Bobina 1500 espiras / 3 horas
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Griéfico 1I-39. 1* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 3 horas,
utilizando bobina de 1500 espiras.
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Griéfico II- 40. 1* Experiéncia de 3 horas sobre absorbancia, utilizando bobina de
1500 espiras.
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2* Experiéncia — Bobina 1500 espiras / 3 horas
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Griéfico 1I-41. 2* Experiéncia do nimero de bactérias vidveis, no periodo de 3 horas,
utilizando bobina de 1500 espiras.
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Grafico II- 42. 2* Experiéncia de 3 horas sobre absorbancia, utilizando bobina de

1500 espiras.
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3* Experiéncia — Bobina 1500 espiras / 3 horas
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Grifico 11-43. 3* Experiéncia do ndmero de bactérias vidveis, no periodo de 3 horas,
utilizando bobina de 1500 espiras.
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Grifico II- 44. 3* Experiéncia de 3 horas sobre absorbancia, utilizando bobina de
1500 espiras.

45



Discussdes — 2* ETAPA: Teste de 1h e 3h com a bactéria Escherichia coli ATCC 25922.

Esta 2* Etapa apresenta as experiéncias sobre o crescimento bacteriano realizadas
nos periodos de 1h e 3h, sob as seguintes andlises: contagem de bactérias vidveis (contagem
de colonias de bactérias vivas, em placas de petri), e a Absorbancia (medida da massa
espectral no aparelho espectrofotometro).

O circuito eleaborado para esta etapa gerou um campo eletromagnético (¢ ) de
2,42uT com a utilizacdo da bobina de 1000 espiras / 1 A; e 3,59uT utilizando a bobina de
1500 espiras / 1 A.

Os resultados das experiéncias de 1h foram apresentados através dos graficos 11-21;
[I-23 e II-25 com a utilizacdo da bobina de 1000 espiras / 1 A; e os graficos 1I-27; 11-29 e II-
31 utilizando a bobina de 1500 espiras / 1 A.

No periodo de 3h apresentou-se os graficos 1I-33, 1I-35 e II-37 resultados das
experiéncias com a bobina de 1000 espiras / 1 A; e os graficos 1I-39; 1I-41 e 11-43 resultados
das experiéncias com a bobina de 1500 espiras / 1 A.

Nos testes de 1h e 3h considerando valores médios, a contagem de bactérias vidveis
em placa de petri € 100% superior na estufa (Estufa), em relacdo ao crescimento sob o
efeito do campo eletromagnético (Campo) .

Os testes sobre a absorbincia ndo apresentaram diferengas entre as colonias
cultivadas sob o campo eletromagnético (Campo), e em estufa (Estufa) .

Os resultados para a bobina de 1000 espiras e 1500 espiras sdo semelhantes.
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3* ETAPA - Testes de Geragdes com a bactéria Escherichia coli - LT1

Os gréificos abaixo sao resultados do cultivo de quatro geracdes da bactéria
Escherichia coli — LT1 sob (campo) e sem (estufa) o efeito do campo eletromagnético
aplicado neste trabalho. Este procedimento encontra-se no Capitulo II, Parte Experimental,

item 3.8.3.
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Grafico I1-45. Geracgdo 01, resultado do nimero de bactérias vidveis em um periodo de
18 horas, utilizando bobina de 1000 espiras.
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Grafico II- 46. Geracao 01, resultado da absorbancia, em um periodo de
18 horas, utilizando bobina de 1000 espiras.
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Grafico I1-47. Geracgdo 02, resultado do nimero de bactérias vidveis em um periodo de
18 horas, utilizando bobina de 1000 espiras.
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Grifico II- 48. Geracdo 02, resultado da absorbancia, em um periodo de

18 horas, utilizando bobina de 1000 espiras.
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Grifico 1I-49. Geragdo 03, resultado do nimero de bactérias vidveis em um periodo de
18 horas, utilizando bobina de 1000 espiras.
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Grifico II- 50. Geragao 03, resultado da absorbancia, em um periodo de
18 horas, utilizando bobina de 1000 espiras.



=
[e2}
o

Numero de Bactérias
Viaveis (Colonias)

=
(o] N
o o

N
(@]

Geracao -04-

Campo | Estufa

Tempo (h)

Grifico II-51. Geragdo 04, resultado do nimero de bactérias vidveis em um periodo de
18 horas, utilizando bobina de 1000 espiras.
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Grifico II- 52. Geragdo 04, resultado da absorbancia, em um periodo de
18 horas, utilizando bobina de 1000 espiras.
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Geragdes — Comparativo
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Griéfico II-53. Grafico comparativo das quatro geragdes, entre o crescimento
bacteriano na estufa e no campo, num periodo de 18 horas, utilizando
bobina de 1000 espiras.
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Griéfico II- 54. Grafico comparativo das quatro geragdes, sobre a absorbancia
verificada na estufa e no campo, num periodo de 18 horas, utilizando
bobina de 1000 espiras.

51



Discussoes - 3* ETAPA: Testes de Geragdes com a bactéria Escherichia coli - LT1

A 3* Etapa deste capitulo apresenta quatro geracdes sucessivas do crescimento
bacteriano da Escherichia coli, em um periodo de dezoito horas, sob as seguintes andlises:
contagem de bactérias vidveis e Absorbancia.

Os gréaficos 1I-45, 1147, 1I-49, e 1I-51 aprentam os resultados da contagem de
bactérias vidveis em placa de petri, em funcdo do tempo para cada geracdo.

O gréfico II-53 apresenta a andlise comparativa da contagem de bactérias vidveis,
entre as quatro geracdes medidas, obtendo-se os seguintes resultados: o cultivo na primeira
geracdo € 40% maior no campo em relacdo a estufa; na segunda geracdo ndo ocorreu
variacdo significativa entre o cultivos; na terceira geracdo o cultivo no campo foi 59%
menor em relacdo ao cultivo na estufa; e na quarta geragdo o cultivo no campo foi 19%
menor em relacdo ao cultivo na estufa.

Ressalta-se que os gréficos 11-46, 11-48, 1I-50 e II-52 apresentam os resultados da
absorbancia medida, em fun¢do do tempo para cada geracao.

O gréfico II-54 apresenta a andlise comparativa da absorbancia medida nas quatro
geracgodes, obtendo-se os seguintes resultados: na primeira gera¢do, a medida na amostra da
estufa (Estufa) é 36% maior em relacdao a medida na amostra retirada do campo (Campo);
na segunda geracdo esta diferenca diminui para 30%; a terceira e a quarta geragdo nao
apresentam variacOes significativas entre os valores de massa espectral, para as amostras

retiradas do campo e da estufa.
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Cdlculo do Campo Eletromagnético

Forca Magnetomotriz T = fmm = NI [A] (Aesp)

Fluxo magnético $é =BA [Wb]
Densidade de fluxo magnético B=uH [T] (Wb/m?)
Intensidade de campo magnético H=NI/1 [A/m]

Area transversal do condutor magnético A =0,0004 m2
comprimento médio do caminho magnético In=0.0 7m

permeabilidade do meio u=4.1107 [H/m]

(adotou-se em relag@o ao ar)
Rsh=1Q

R = 139,26.10° [A/Wb]
F=R. ¢

N.I N
H= = . Vx pelo gréfico gerado em laboratério: Vx = 132mv
In Rsh In.Rsh

HBlOOOesp =1928,57 [A/m] TBlOOOesp = 135[A] ¢B1000esp = 0,969
[uWb]

Hg1500esp = 3107,14 [A/m] Tris00esp= 217,5 [A] bBisoesp = 1,56 [uWb]
Bisooesp = 2:42 [uT] ou (uWb/m?) Bisooesp = 3.9 [MT] ou (WWb/m’)

O ¢ gerado no circuito utilizando a bobina de 1000 espiras / 1A € de 2,42 uT, e na bobina
de 1500 espiras / 1A € de 3,59 uT.
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Capitulo III

Microscopia de Transmissao (MET) em células da bactéria Escherichia
coli

1. Prefacio

O microscopio eletronico de transmissdo foi introduzido como instrumento de
pesquisa por volta de 1950. Sua utilizagdo trouxe contribui¢des marcantes ao conhecimento
humano ao mostrar detalhes jamais antes visualizados na drea bioldgica e das ciéncias de
materiais. Na biologia celular proporcionou detalhes da membrana plasmatica, nucleo,
nucléolo, cromossomo, cloroplasto, mitocondria, centro celular entre outros componentes,
[1].

Atualmente a microscopia caminha lado ao lado com uma gama de técnicas
imunoldgicas de biologia molecular, o que amplia tremendamente as informacdes obtidas
ao microscopio. O sucesso desta unido de técnicas resulta na possibilidade de deteccao
especifica da bactéria, ou de seus componentes estruturais bem como componentes do
tecido vegetal, enriquecendo sobremaneira as informacgdes de morfologia e ultra-estrutura,
[5].

Entre trabalhos realizados utilizando a microscopia de transmissdo em culturas
bacterianas, cita-se a exposi¢ao de colonias da bactéria Escherichia coli durante 12h a uma
agua acida (AMW), e examinada no MET, apresentando diferencas significativas no
volume, comprimento e na largura das bactérias expostas, o que demonstra as mudangas
morfoldgicas ocorridas, [9].

Este capitulo apresenta o resultado da microscopia de transmissdo realizada na
bactéria Escherichia coli sob e sem o efeito do campo eletromagnético, gerado pelo circuito
elétrico demonstrado no capitulo II, Figura IT —12.

Para a realizacdo da MET, este trabalho obteve a colaboracdo do laboratério de
Antigenos Bacterianos, onde as colonias bacterianas foram proliferadas e fixadas; do
laboratério da Histologia Celular, para o preparo da amostra; e do laboratorio de

Microscopia Eletronica, onde foi realizada a captagdo das imagens.

55



2. Revisao Bibliografica

2.1.  Microscopia Eletronica de Transmissdao — MET

No inicio do século 20 a descoberta que elétrons acelerados comportam-se no vacuo
de modo semelhante a luz, com um deslocamento em linha reta e comprimento de onda (A)
cerca de 100.000 vezes menor, possibilitou a constru¢do de microscépios eletronicos, [1].

A aplicacdo do MET tem limita¢gdes impostas pela necessidade do alto vicuo na
coluna e pelo baixo poder de penetracdo do feixe de elétrons. Assim a microscopia em
células pode ser realizada apenas em secOes ultrafinas (50-100nm de espessura) o que
dificulta a visualizacdo da organizagdo tridimensional. A voltagem para a aceleracdo
necessdria deslocar um feixe de elétrons € da ordem de 90.000 Volts, e sua resolugdo

limita-se em torno de 0,1 — 0,2 nm, [1].

T !’,_Fontﬁ de elétron

Lente condensadora

Eepéoime —

Lente objetiva
Abertura dalente objetiva

Lente intermedidna

Lente do projetor

Telafluerescente

Figura III-1. Esquema do microscopio eletronico de transmissao.
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2.1.1. Preparo da Amostra

2.1.1.1. Fixacdo Quimica

Durante os primoérdios do desenvolvimento do microscépio eletronico (1930-1940),
as observagdes eram limitadas a materiais muito pequenos ou naturalmente finos. Com a
necessidade de maiores conhecimentos sobre o funcionamento e localizagc@o de organelas e
compostos celulares, técnicas de preparo bédsico de materiais biologicos foram
desenvolvidas, tais como fixa¢do e ultramicrotomia, [5].

A fungdo da solucdo fixadora € imobilizar a estrutura celular o mais proximo do
estado natural e funcional da célula / tecido, paralisando o metabolismo celular e impedindo
o ataque microbiano. Um fixador deve criar vdrias ligacOes estdveis e ter a capacidade de
penetrar rapidamente na amostra, [6].

Sob a acdo dos fixadores, como os aldeidos formicos e glutdrico, a acroleina e o
tetroxido de 6smio, as proteinas assumem o aspecto de um gel transparente, isto porque
ocorre estabilizag¢do estrutural através de uma amarracio que as moléculas fixadoras fazem

sobre as macromoléculas sem distorcer-las muito, [2].

2.1.1.2. Conduta para boa fixac¢ao

Uma seqiiéncia de fixacdo bastante aceita para células vegetais, com boa
preservacdo ultra-estrutural consta da fixacdo primdria com o aldeido glutérico, que fixa
principalmente proteinas pelo estabelecimento de ligacdes divalentes com agrupamento
amino, seguida de pds-fixacdo em tetréxido de ésmio, que reage com os lipideos, [5].

Os fatores que afetam a velocidade de penetracdo dos fixadores nos diferentes
tecidos de um 6rgao sdo varios, e dependem das caracteristicas fisico-quimicas da molécula
do fixador, da concentra¢do desta, da temperatura de fixacdo e da textura do orgdo a ser
fixado, [2].

A velocidade de penetracido do Aldeido Glutérico é da mesma ordem de grandeza do
tetréxido de Osmio (0,2mm — 0,6mm/hora) podendo conforme o érgio ser ligeiramente
superior ou inferior. No geral o aldeido glutdrico tem velocidade de penetracdo maior que a

do tetréxido de Osmio. O formaldeido penetra cerca de 5 a 10 vezes mais rapidamente que
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qualquer dos dois fixadores citados. Além da penetracdo € importante considerar a

velocidade de reacdo do fixador com as biomacromoléculas, [2].

2.1.1.3. Formaldeido

E um p6 solivel em meio aquoso ligeiramente alcalino. A solugdo de formaldeido
preparada a partir do paraformaldeido deve ser feita extemporaneamente em capela.

O formaldeido preserva menos a estrutura celular. E utilizado porque atividades
enzimaticas e propriedades imunogénicas sao menos prejudicadas pelo formaldeido que por

outros fixadores, [2].

2.1.14. Acido Tanico

A adicdo de Acido Tanico a solucdo fixadora visa aumentar a dispersio eletronica
dos componentes do envoltdrio bacteriano, facilitando suas identificacdes ultra-estruturais
mesmo que em pequenas quantidades [14].

O Acido Ténico serve como “mordente” para o Tetréxido de Osmio, melhorando

sua impregnacao e aumentando a emissao de elétrons secunddrios pela superficie, [1].

2.1.1.5. Solucdo Tampao

Um dos requerimentos bdsicos para uma boa fixacdo de amostras de material
bioldgico para microscopia eletronica é a manutencdo do pH das solugdes fixadoras. Sabe-
se que tecidos fixados em solugdes fixadoras ndo tamponadas, sofrem profundas alteracoes
uma vez que a acidificagdo da amostra precede sua fixacdo. Esta acidificacdo € responsdvel
por modificagdes na estrutura de proteinas, como exemplo a dissociacdo de
macromoléculas em peptideos de menor peso molecular. Através do tamponamento de
solucdes fixadoras, a acidificacdo pode ser neutralizada ou progredir lentamente,
diminuindo assim o dano sobre a amostra a ser processada, [2].

Para que um tampao seja considerado um “bom tampao”, as seguintes exigéncias
devem ser satisfeitas, [3]:

* pH entre 6.0 e 8.0, uma vez que a maioria das funcdes biologicas ocorre dentro

desta faixa de pH;
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* solubilidade méxima em d4gua e minima em outros solventes;

* penetracdo reduzida em membranas bioldgicas.

» efeito reduzido com fons para que alguns possam ser introduzidos na solugdo
fixadora final;

* auséncia de aminas primdrias que possam reagir com o glutaraldeido interferindo
assim com a fixacao;

* pouca dissociacdo do tampao em relagdo a temperatura, concentragdo € composi¢ao
i0nica;

e resisténcia a oxidacao;

* f4cil de preparar.

2.1.1.6. Tampao Fosfato

E considerado o tampdo mais fisiolégico porque é encontrado em células na forma
de fosfatos inorganicos e éster de fosfato, ndo sendo téxico para o crescimento de células
em cultura. O pH dos tamp0des fosfato apresenta pouca variagdo em diferentes temperaturas.
Pode produzir artefatos na forma de particulas eletrondensas de diferentes tamanhos em
varios tipos de material. Na prética a utilizacdo do tampao fosfato para a fixacdo pelo
tetroxido de 6smio reduz a extragdo de componentes tissulares. Na pratica o tampao fosfato
¢ excelente para os resultados de fixacdo primdria com aldeidos ou na fixa¢do secunddria
com tetréxido de 6smio, [5].

Na parte experimental foi utilizado o Tampao fosfato 0,2M — pH 7,4 e o Tampao

Maleato.

2.1.1.7. Tetréxido de Osmio

Utilizado como fixador secundério, possui efeito oxidante drdstico, assim pode
destruir muita das enzimas celulares. Em reacdo de imunocitoquimica, a pés-fixacdo em
o6smio € frequentemente omitida por causar substancial redu¢do no reconhecimento do
anticorpo, tendo em vista a destrui¢do de estrutura tercidria das protenas. E muito utilizado
em MET devido seu poder de preservagdo da integridade da membrana plasmatica da célula

e das organelas, [2].
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Os primeiros investigadores da estrutura subcelular utilizaram tetr6xido de 6smio
(OS0O4) para fixar os tecidos, porque a maioria dos citologistas ja havia reconhecido nessa
substancia um bom preservador dos pormenores citoldgicos. Foi inicialmente usado em
microscopia eletronica por Palade em 1952. O OsO4 protege as lipoproteinas naturais dos

tecidos evitando sua ruptura e coagulagdo, [2].

2.1.1.8. Desidratacao

Praticamente todos os meios de inclusdo usados em microscopia eletronica nao sao
misciveis com dgua. Consequentemente torna-se necessdrio retirar toda a dgua do sistema
bioldgico, o que deve ser feito de maneira gradual. Modificagdes bruscas podem levar ao
colabamento de finas projecdes citoplasmdticas, afetando a estrutura celular. Apds a
fixacdo, o material deve ser bem lavado, iniciando-se em seguida a desidratacido por banhos
sucessivos de concentragdes crescentes de um agente adequado que substitua a dgua e a
elimine do espécime. Os agentes desidratantes mais usados sdo o etanol e a acetona. Ao
utilizar o etanol € aconselhdvel usar como etapa intermedidria o 6xido de propileno. As
resinas sao misciveis com etanol se for feita uma agitacdo mais vigorosa. Os banhos
seguem as concentragdes de 30, 50, 70, 95 e 100%, sendo duas vezes o agente puro, [2].

O tempo em cada banho depende do tamanho do espécime, variando de 5 a 15

minutos ou até 30 minutos em células de paredes espessas, [2].

2.1.1.9. Oxido de Propileno

O poli (6xido de propileno) ndo € soliivel em dgua em condigdes ordindrias, liquido
incolor, inflamdvel, reativo e toxico. Pode polimerizar-se com a evolugdo do calor quando
em contato com superficies cataliticamente ativos, [4].

Muito utilizado no procedimento de desidratacdo, em microscopia eletronica.
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2.1.2.0. Inclusao

2.1.2.0.1. Resinas

Ap6s a desidratacdo o espécime deve ser incluido em um material que permita a
posterior obtencdo de cortes ultrafinos. Este material deve apresentar boa estabilidade
quando submetido ao feixe eletrOnico e permitir uma contrastacdo adequada.

Utilizadas como meio de inclusdo das estruturas fixadas, dando sustentagdo e
rigidez para obtencdo dos cortes semi e ultrafinos. A resina Epon € preferida por ser mais

pérvia, ou seja, o corante penetra na amostra com mais eficécia, [1].

2.1.2.1. Ultramicrotomia

Os cortes semi-finos s@o necessdrios para uma triagem do material antes da
visualizagdo ao microscOpio eletronico. Esses cortes sdo feitos em ultramicrotomo
utilizando-se facas de vidro, colocados em laminas sob dgua, secos em chapa quente, e
corados normalmente em azul de toluidina. Apds essa triagem, troca-se a espessura de corte
de lum para 50-70nm (cortes ultrafinos) utilizando-se facas de vidro ou de forma
preferencial, (como utilizado neste trabalho), facas de diamante. Esses cortes sdo coletados
usualmente em grades de cobre cobertas com formvar, carbono ou colodium e vistos
diretamente em microscépio eletronico. O tamanho e forma das grades variam de acordo

com o fabricante, [5].

2.1.2.2. A Grade

Os cortes sdo colhidos sobre uma grade em geral de cobre, mas pode ser de niquel
ou ouro (sendo estes dois ultimos usados em citoquimica, quando houver tratamento com
reagentes que ataquem o cobre) , [2]. Neste trabalho foi utilizada a grade de cobre de 200

mesh.

2.1.2.3. Contrastagdo
Os corantes e contrastantes sdo utilizados para aumentar o contraste das estruturas
celulares, que € pobre em cortes semi e ultrafinos de estruturas quimicamente fixadas. Para

MET, normalmente utiliza-se corantes a base de metais pesados como, por exemplo,
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acetato de uranila (utilizado neste trabalho), ouro, platina, dcido fosfotungistico (PTA) etc.,

que facilitam a visualiza¢do morfolégica dos componentes celulares, [2].

2.1.2.4. Tampao Maleato
E utilizado nesta contrastacio, ¢ normalmente possui uma pequena capacidade
tamponante, abaixo de pH 7.5. Este tampdo parece reagir com o glutaraldeido de modo que

este agente fixador deve ser evitado quando for necessario o uso do Tampao Maleato, [2].

2.1.2.5. Citrato de Chumbo (Reynolds, 1963).

Os cortes ultrafinos sdo contrastados normalmente com corantes a base de metais
pesados como o citrato de chumbo, pois facilita a visualizagdo morfolégica dos
componentes celulares, examinados em microscopio eletronico de transmissao.

E convencional preparar uma solu¢do com a metade da concentracdo original.

3. Parte Experimental

3.1.  Material e Métodos

3.1.1. Equipamentos

- 01 circuito elétrico-bioldgico, Capitulo II - 3.1.2.
- 01 centrifuga

- ependorfes

- Pipetas

- geladeira

- estufa

- Ultra — Micrétomo Semi-Fino

- Ultra - Micrétomo Ultrafino

- Microscopio Eletronico de Transmissdo marca Carlzeiss modelo LEO 906 MT
- Phmetro

- Pomens

- Agitador magnético
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3.1.2. Reagentes Materiais

- Fixador: gluteroldéido, Formaldeido e Acido Tanico:;
- Tetr6xido de Osmio;

- Alcool a 30%, 50%, 70%, 95% e 100%:;

- Oxido de Propileno;

- Resina Epon (E.M.S. USA);

- Acetato de Uranila 1%;

- Citrato de Chumbo

- Azul Toluidina

3.1.3. Solug¢do Tampao

No preparo de todas as solugdes utilizou-se dgua desionizada purificada em sistema Milli —
Q.

- Tampao fosfato 0,2M — pH 7.,4;

- Tampao Maleato de Sédio 0,05M — pH 5,2;

- Tampao Borato de Sédio.

3.2.  Procedimento
O procedimento para a preparacdo das amostras inclui a fixac¢do, a desidratacdo, a
colocacdo da resina, os cortes realizados no equipamento ultramicrétomo e as etapas da

utilizacao do MET. As amostras foram fixadas e colhidas no tempo de Oh, 9h e 15h.

3.2.1. Crescimento bacteriano e fixacdo quimica

O circuito elétrico utilizado nesta experiéncia ¢ demonstrado no capitulo II, Figura II
-12.

As amostras foram colhidas no tempo Oh, 9h e 15h. Reitera-se, que a amostra do
tempo Oh € a mesma tanto para o tubo levado ao circuito (Campo), quanto ao tubo levado a

estufa (Estufa).
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Dois tubos (C-9) e (C-15) contendo Iml de TSB e 1ml E.Coli LT1, foram
submetidos ao campo eletromagnético gerado pelo circuito, e outros dois tubos (E-9) e (E-
15) nas mesmas condi¢des e a0 mesmo tempo, foram levados a estufa.

A amostra no tempo Oh (I -0), foi a primeira a receber a solu¢do fixadora.

Ap6s 9h, foi realizada a fixagdo quimica em um dos tubos da estufa (E-9), e também
em um dos tubos do circuito (C-9).

Os dois tubos (E-9) e (C-9) permaneceram sob as mesmas condi¢des durante mais
trés horas, tempo estimado para garantir a boa fixacao dos agentes quimicos.

A solucio fixadora elaborada utilizou os seguintes agentes quimicos nas proporg¢oes:
5% de Glutaraldeido, 5% de Formaldeido e 0,2% de Acido Tanico, capitulo III, item 2.2.

O volume da solucdo fixadora utilizado foi de 2ml, ou seja, o dobro do volume total
de cada tubo.

ApO6s 15h, o outro tubo da estufa (E-15) e o segundo tubo colocado no circuito
elétrico (C-15) foram submetidos a fixacdo quimica. Para garantir uma boa fixagdo,
permaneceram sob as condi¢des iniciais da experiéncia durante mais trés horas,
completando 18h de crescimento e fixacao.

Uma solucdo tampao foi adicionada a cada tubo, apds retird-los da estufa e do
circuito elétrico, em quantidade dez vezes superior ao volume final da fixacdo, capitulo III,
item 2.3.

Os tubos foram colocados na geladeira a uma temperatura de 6°C, até o proximo
procedimento.

ApOs retirar os tubos da geladeira, as amostras foram colocadas em mini tubos
chamados de Ependorf, e centrifugados em quatro sessdes de 5 minutos em uma velocidade
de 1500rpm.

Todo o sobrenadante € retirado, permanecendo apenas o Pellet (amostra), na parte
inferior do Ependorf.

O crescimento bacteriano, a fixacdo quimica, a adicdo do Tampado Fosfato, o
descanso na geladeira e a centrifugacdo foram procedimentos realizados no Laboratério de

Antigenos Bacterianos.
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3.2.2. Pés-fixe em Tetréxido de Osmio

As cinco amostras, (I-0), (C-9), (C-15), (E-9), (E-15) foram levadas ao laboratério
da Histologia, apds a centrifugacdo nos ependorfes.

Num procedimento em capela, as amostras acima citadas foram lavadas com
Tampéo Fosfato e depois fixadas em tetréxido de Osmio 1%, durante o periodo de 1h a
4°C, capitulo III, item 2.3.1 e 2.4.

Segue a desidratacdo realizada em temperatura ambiente, 21°C, capitulo III, item

25¢e2.6.

3.2.3. Desidratacdo

- Alcool 30%, durante 10 minutos;
- Alcool 50%, durante 10 minutos;
- Alcool 70%, durante 10 minutos;
- Alcool 95%, durante 10 minutos;

- Alcool 100%, durante duas vezes de 10 minutos;

3.2.4. Oxido de Propileno e Resina Epon.
- Oxido de Propileno, durante duas vezes de 10minutos.
Depois as amostras devem ser embebidas em Resina Epon (E.M.S. USA).
Primeiro embeber em resina — Oxido de Propileno na proporgio 1:1 durante 3h, e

depois em Resina Pura — Overnight, capitulo III, item 2.7.

3.2.5. Corte Semi-fino
O corte Semi-fino € realizado em navalha de vidro a 0,5 um, e posteriormente as
amostras sdo coradas com Azul Toluidina, em Tampao Borato de S6dio a 5%, capitulo 111,

item 2.8.

3.2.6. Corte Ultrafino
Os cortes ultra-finos de aproximadamente 70nm sdo obtidos, com emprego de

navalha de diamante em Ultra-microtomo modelo LAIKA.
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Uma vez coletados em telas de cobre de 200mesh, os cortes foram contrastados em
Acetato de Uranila a 0,5%, em Tampao Maleato de S6dio durante 20 minutos. Logo apds as
amostras sdo lavadas em dgua bidestilada.

Aguardar por 30 a 60 minutos para boa secagem e contrastar em Citrato de Chumbo
(contrastante de Reynolds) durante 10 minutos.

Aguardar a secagem e efetuar a andlise no Microscopio Eletronico de Transmissao
empregando 60-80 KV, capitulo III, item 2.8.1 2 2.10.3.

O corte Ultrafino e a andlise foram realizados no Laboratério de Microscopia
Eletronica da Biologia, sendo os demais procedimentos deste item realizados no

Laboratério da Histologia.
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4. Resultados e Discussoes

Imagens por Microscopia Eletronica de Transmissdo da amostra da bactéria Escherichia
coli.

Sendo EI -15 a amostra inicial; E15 e E9 as amostras apds 15h e 9h em estufa; C15
e C9 as amostras apds 15h e 9h, sob o efeito do campo eletromagnético aplicado.

Figura III-1. Imagem da E. coli obtida por MET
amostra E1 — 15, magnificacdo 46.460X.

Figura I1I-2. Imagem obtida por MET da Figura III-3. Imagem obtida por MET da
E.coli, amostra E15, magnificacdo 46.460X. E.coli, amostra C15, magnificacio
46.460X.
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Figura IlI-4. Imagem da E.coli obtida por MET,amostra E1 — 15, magnificacdo 16.700 X.

Figura III-5. Imagem da E.coli obtida por MET, Figura III-6. Imagem da E.coli obtida por
amostra E15, magnificac¢do 16.700 X. MET, amostra C15,magnificacdo16.700X.
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Figura III-7. Imagem da E.coli obtida por MET,
amostra E1 — 15, magnificacdao 16.700 X.

Figura III-8. Imagem da E.coli obtida por MET,
amostra E9, magnificacio 16.700 X.
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Figura I1I-9. Imagem da E. coli obtida MET,
amostra E1 — 15, magnificacdo 21.560 X.

w Sl

¥

Figura III-10. Imagem da E. coli obtida MET,
amostra C9, magnificac¢do 21.560 X.

v
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Figura IlI-11. Imagem da E. coli obtida MET,
amostra E9, magnificacdo 35.970X.

Figura 1I- 12 Imagem da E. COll obtida MET,
amostra C9, magnificacio 35.970X.
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Figura III-13. Imagem da E. coli obtida por Figura III-14. Imagem da E. coli obtida
por MET, amostra E9, magnificac¢do 27.800 X. MET, amostra C9,magnificacao7.800X.

4

Figura III-15. Imagem da E. coli obtida por MET,
amostra C9, magnificacdo 27.800 X.
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Figura III-16. Imagem da E. coli obtida por MET,
amostra C15, magnificacdo 35.970 X.

Figura IlI-17. Imagem da E. coli obtida por MET,
amostra C15, magnificagdo 35.970 X.
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Figura III-18. Imagem da E. coli obtida por Figura III-19. Imagem da E. coli obtida
por MET, amostra E15, magnificacdo 35.970 X. MET, amostra E15, magnificacd035.970
X.

Figura III-20. Imagem da E. coli obtida por MET,
amostra E15, magnificac¢do 35.970 X.
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Discussdes — Microscopia de Transmissao

Este capitulo apresenta as imagens por Microscopia Eletronica de Transmissdo da
amostra da bactéria Escherichia Coli-LT1. As amostras foram preparadas segundo o
procedimento descrito neste capitulo, item 3.2.

As figuras II-1, III-4, 1II-7, e 1II-9 apresentam a amostra inicial (E1-15), antes do
cultivo bacteriano na estufa e sob o efeito do campo eletromagnético. Através destas
imagens foi possivel verificar a estrutura da bactéria Escherichia coli, e visualizar
perfeitamente a divisdo (reprodu¢@o) de uma célula bacteriana.

As figuras I1I-8, 1II-11, e III-13 representam as imagens da bactéria E. coli ap6s Sh
de cultivo em estufa (E9); e as figuras III-10, III-12, 1II-14, e III-15 representam as imagens
do cultivo da bactéria E. coli durante Sh, sob a exposicdo de um campo eletromagnético
(C9).

As figuras III-2, II-5, 1I-18, e II-20 representam as imagens da bactéria E. coli
ap6s 15h em crescimento na estufa (E15); e as imagens das figuras III-3; III-6; 11I-16; II-17
e III-19 apresentam o cultivo sob a exposicao do campo eletromagnético apds 15h, (C15).

Reitera-se que as amostras E1-15, E9, C9, E15 e C15 estavam sob as mesmas
condicdes normais, ou seja, pH, pressdo osmdtica, temperatura e meio de cultura
apropriados.

Para discutir e compreender o que aconteceu na estrutura bacteriana entre as
imagens das amostras na estufa (Estufa), e sob o efeito do campo eletromagnético (Campo),
ressalta-se a seguinte defini¢do: um lise bacteriano ocorre inicialmente através da quebra de
membrana, e a morte bacteriana propriamente dita € gerada pelo rompimento do nucleo
(DNA). Através da andlise das imagens acima citadas foi possivel constatar que o lise
bacteriano ocorreu em maior intensidade nas bactérias expostas ao campo eletromagnético,
exemplo nitido entre as figuras II-13 (E9) e 1lI-14 (C9); HUI-5 (E9) e -6 (C9) deste

capitulo.
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Capitulo IV

Microscopia de Varredura (MEV) em células da bactéria Escherichia coli

1. Prefacio

A 1déia inicial do microscOpio eletronico foi realizada por Knoll em 1935. Ele
conseguiu a focalizacdo do feixe eletronico sobre a superficie de uma amostra e a gravagao
da corrente emitida em funcido da posicdo. Trés anos mais tarde, Ardenne construiu o
primeiro microscopio eletronico por varredura que possuia duas lentes magnéticas que
focalizavam o feixe eletronico. Uma amostra submetida a um feixe de elétrons apresenta
diversos tipos de sinais, propiciando para cada um deles um modo particular de operacao.
No caso particular do MEV, o principio de operagdo baseia-se fundamentalmente na
quantificacdo dos elétrons secundarios emitidos por uma amostra como resposta a uma
excitacdo eletronica incidente. Esta medida de elétrons secundarios (ES) permite uma
defini¢do qualitativa da morfologia, e topografia da amostra, [7].

Muitos trabalhos na drea bioldgica utilizam a microscopia de varredura para a
andlise morfoldgica, entre eles pode-se citar a avaliacdo da acdo antimicrobial de um novo
material polimero, impregnado com nanoparticulas de prata testado sobre o crescimento de
colOnias da bactéria Escherichia coli ATCC 25922. Através desta técnica de microscopia
pode-se comprovar a sua eficicia apresentando a inibicdo do crescimento nas colonias
bacterianas, [8].

Neste capitulo assim como no capitulo III, apresenta-se a andlise das imagens
morfoldgicas da bactéria Escherichia coli sob e sem o efeito de um campo eletromagnético.

Assim como o trabalho realizado no capitulo IIl (MET), para a realizacdo da
Microscopia de Varredura houve a colaboragdo do laboratério de Antigenos Bacterianos, do

laboratdrio da Histologia Celular e do laboratorio de Microscopia Eletronica do IB.
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2. Revisao Bibliografica

2.1.  Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

2.1.1. Microscépio de Varredura

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) € um equipamento versatil que
permite a obtencdo de informagdes estruturais e quimicas de amostras diversas. Um feixe
fino de elétrons de alta energia incide na superficie da amostra, onde ocorre uma interacao.
Parte do feixe € refletido e depois coletado por um detector, que converte este sinal em
imagem de elétrons retro espalhados (ERE); ou nesta interagcdo, a amostra emite elétrons
produzindo a chamada imagem de elétrons secundéarios (ES).

canhdo MEV
elerdraco ¢ ;

sinais

hobina de
deflexio

tubo de raois catddicos

Figura IV-1. Esquema do Microscépio Eletronico de Varredura — MEV.
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Ocorre também a emissao de raios-X, que fornece a composi¢cdo quimica elementar
de um ponto ou regido da superficie, possibilitando a identificacio de praticamente
qualquer elemento presente. O MEV destina-se basicamente ao exame de superficie das
amostras, coletando-se elétrons retro espalhados. E também possivel a verificagio de
superficies internas, se fraturadas e expostas, utilizando-se principalmente de elétrons

secundarios, [1].

2.1.2. Preparo das Amostras

As dimensdes da amostra a ser examinada depende do tamanho da camara e do
porta-espécime. Como a magnificacdo minima € da ordem de 10X e o didmetro do monitor,
da ordem de 20 cm, a dimensao util maxima da amostra seria em torno de dois cm. Embora

nao haja restricdes quanto a espessura da amostra, em geral ndo deve ultrapassar a 1-2 cm,

[1].

2.1.3. Amostras ndo Metélicas

Quando o espécime em estudo, embora rigido, ndo for metélico (plastico, minerais,
material bioldgico rigido, etc.), se examinado diretamente, gerard imagens com problemas.
Os elétrons incidentes e absorvidos, ndao tendo como fluir, se acumulam e sdo emitidos
espontaneamente, causando um efeito conhecido como carregamento. Com este efeito,
por¢des da superficie se tornam intensamente brilhantes. Para evitar isto, a superficie em
estudo deve ser coberta com uma fina camada de metal. E possivel evaporando-se o metal
(em geral em ouro) a vdcuo em um metalizador, estando a amostra em uma mesa rotativa
para que o metal cubra todos os detalhes da superficie uniformemente. Uma maneira mais
eficiente de proceder a esta deposicdo metdlica € em um sistema conhecido como
“sputtering”, [1].

Conforme representado na figura IV-2, as amostras previamente aderidas aos
“stubs”, sdo colocadas sobre uma placa receptora (estdgio), no interior de um cilindro de
vidro de doze cm de diametro. Acima da placa, cerca de cinco cm, encontra-se uma placa
de ouro (alvo do catodo). O cilindro de vidro forma uma camara que € fechada

hermeticamente e conectada a bomba a vacuo (bomba rotativa), que produz vacuo da ordem
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de 0,1 mmHg. A camara estd em conexao com um reservatorio de Argonio (géas de argbnio)
que substitui o ar e cria uma atmosfera, embora t€nue, deste gas.

Ao se atingir o vacuo requerido, em atmosfera de argbnio, aciona-se o controle que
fecha o circuito e estabelece-se entre as placas de ouro (alvo do catodo) e a da amostra
(estdgio) uma diferenca de potencial suficiente para ionizar o pouco de gés, causando uma
coloracdo violeta. Os fons positivos bombardeardo a placa de ouro (que funciona como
catodo) arrancando seus dtomos que devido aos gases presentes caminham em zig-zag
formando uma varredura nuvem (plasma) que se deposita sobre toda a superficie da cimara,
inclusive na da amostra (que funciona como outro anodo).

A espessura do ouro depositado é em geral da ordem de 10-20 nm o que significa
um periodo de “sputtering” de 2-3 min. Pode-se combinar uma evaporagcdo prévia de
carbono sobre a amostra com a de ouro, resultando numa economia da placa de ouro, [1].

Este trabalho utilizou a fixa¢do com a adi¢@o de 4cido tanico e a pds-fixagdo com o
tetréxido de 6smio, pois para amostras bioldgicas estes agentes fazem com que espécimes
passem a ser melhores emissores de elétrons (por causa de melhor impregnacdo com o

0smio) e assim necessitando “sputtering” de ouro.

catodo
anodo
especimen

=

| | calibre de pressio
ila clmera
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[

Figura IV-2. Aparelho para cobertura metdlica nas amostras por “sputtering”.
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—  —_— e
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2.1.4. Amostras Bioldgicas delicadas: Secagem ao ponto critico

Quando se pretende examinar espécimes biologicos que apresentem detalhes
delicados (cilios, dobras) na superficie ou ainda outras estruturas que se colapsam
facilmente, hd necessidade de se proceder a sua fixacdo para preservar a sua forma
tridimensional. Em geral, o processo € similar ao usado para MET, nos estudos dos tecidos
e células, envolvendo fixacdo com aldeidos e poés-fixacdo com tetroxido de Osmio
dissolvidos em solugdes tamponadas e isotonicas. Como o interior da coluna do MEV fica
sob alto véacuo, a amostra deve ser desidratada, o que usualmente € feito em solugdes de
concentracdo crescentes de etanol ou acetona. Se a amostra tiver certa rigidez, pode-se fazer
com que a acetona seque ao ar, seguida da montagem nos stubs e “sputtering”. Porém, se a
amostra for muito fragil, a tensdo superficial da acetona ao final da secagem ao ar, pode
destruir detalhes superficiais ou mesmo causar o colapso do espécime, resultando intimeros
artefatos. Este problema € usualmente contornado utilizando-se a secagem ao ponto critico,
[1].

O ponto critico de uma substincia € um conjunto de condicdes de temperatura e
pressdo, nas quais esta substincia coexiste na forma gasosa e liquida, sem haver o menisco,
uma interface entre elas. Quando a substincia na forma liquida é aquecida em um
reservatério fechado, a medida que a temperatura sobe parte do liquido se evapora e a
pressao na fase gasosa aumenta, o que resulta no aumento da densidade do gis que a partir
de um momento se iguala ao do liquido, deixando de existir uma separacao entre elas, este é
o Ponto Critico (PC), [1]. As condicdes para se atingir o PC da dgua sdo muito severas para
amostras bioldgicas, mas certas substancias como gés carbonico (CO,) tem PC proxima as

condic¢des normais (30°C a pressao de 80 kg/cm?), sendo utilizado rotineiramente, [1].
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Figura IV — 5. Diferentes tipos de cestos de amostras, para o processo de secagem ao ponto
critico.

Os cestos devem manter a amostra em seu interior € a0 mesmo tempo permitir livre
fluxo dos liquidos durante a desidrata¢do e secagem ao ponto critico.

Alguns problemas podem surgir durante o procedimento, além de artefatos causados
pelo mau preparo da amostra (deficiéncia de fixacdo ou de secagem, presenca de
contaminantes, etc.), [1].

O preparo da amostra para utilizacdo do MEV € idéntico ao preparo da amostra para
o MET, até a etapa da desidratacio.

Concluida a desidratacdo o material é levado ao ponto critico para completa

secagem, colocado em suporte metélico e recoberto com ouro para a utilizacdo do MEV.

3. Parte Experimental

3.1.  Material e Métodos

3.1.1. Equipamentos

- 01 circuito elétrico-bioldgico, Capitulo II - 3.1.2.
- 01 centrifuga

- ependorfes

- Pipetas

- geladeira

- estufa

- Microscépio Eletronico de Varredura marca JEOL modelo JSM — 5800LV
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- Phmetro
- Pomens

- Agitador magnético

3.1.2. Reagentes Materiais
- Fixador: gluteroldéido, Formaldeido e Acido Tanico:;
- Tetréxido de Osmio;

- Alcool a 30%, 50%, 70%, 95% e 100%;

3.1.3. Solu¢do Tampao
No preparo de todas as solucdes utilizou-se dgua deionizada purificada em sistema
Milli —-Q.
- Alcool Tampao fosfato 0,2M — pH 7,4.
3.2. Procedimento

Os itens 3.2.1. a 3.2.3. sdo idénticos ao Capitulo III.

3.2.4. Ponto Critico
Reitera-se que as amostras devem estar desidratadas, contidas em ‘“cestos”
adequados ou em laminula e mergulhadas na ultima solu¢cdo 100% de desidratagdo, [1].
Este trabalho utilizou adesivos para realizagdo do ponto critico, necessarios

juntamente com papéis adequados para embalar as amostras, [1].

3.2.5. Sputtering
Apbs o ponto critico o Sputtering € o dltimo item para a andlise das imagens no
microscopio de varredura. As instrucdes de uso foram fornecidas pelas técnicas do

laboratério de Microscopia.
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4. Resultados e Discussoes

Imagens por Microscopia Eletronica de Varredura da amostra da bactéria Escherichia coli —

LTI1.

Figura IV-1. Imagem tipica de MEV da bactéria Escherichia coli. Amostra E1-15; amostra
inicial antes do cultivo na estufa ou sob o efeito do campo eletromagnético aplicado.
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Figura IV-2. Imagem tipica de MEV da bactéria Escherichia coli. Amostra E-15; ap6s 15h
de cultivo na estufa.
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Figura IV-3. Imagem tipica de MEV da bactéria Escherichia coli. Amostra C-15; ap6s 15h
de cultivo sob o efeito do campo eletromagnético aplicado.
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Figura IV-4. Imagem tipica de MEV da bactéria Escherichia coli. Amostra E-15; ap6s 15h
de cultivo na estufa.
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Figura IV-5. Imagem tipica de MEV da bactéria Escherichia coli. Amostra E-15; apdés 15h
de cultivo na estufa.
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Figura IV-6. Imagem tipica de MEV da bactéria Escherichia coli. Amostra C-15; ap6s 15h
de cultivo sob o efeito do campo eletromagnético aplicado.
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Figura IV-7. Imagem tipica de MEV da bactéria Escherichia coli. Amostra C-15; ap6és 15h
de cultivo sob o efeito do campo eletromagnético aplicado.
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Discussdes — Microscopia Eletronica de Varredura

Este capitulo apresenta as imagens por Microscopia de Varredura (MEV) da amostra
da bactéria Escherichia Coli-LT1, As amostras foram preparadas segundo o procedimento
descrito neste capitulo, item 3.2.

A imagem E1-15 refere-se a amostra inicial; E-15 representa as imagens do cultivo
em estufa apés 15h; e C15 as imagens do cultivo bacteriano sob o efeito do campo
eletromagnético, apos 15h.

A figura IV-1 apresenta E1-15; as figuras IV-2, IV-4, IV-5 apresentam E-15; e as
figuras IV-3, IV-6, IV-7 apresentam C15.

Através das imagens apresentadas neste capitulo, foi possivel verificar que o
tamanho das bactérias cultivadas sob o efeito do campo eletromagnético (C15), apresentam
em sua morfologia uma diminui¢do de 50,81% em relagc@o as cultivadas em estufa (E15)
apo6s 15h. Relacao constatada entre as imagens IV-2 e IV-3 (na ampliacdo de 11000 vezes);
e entre as imagens [V-4 /IV-5 e IV-6 / IV-7 (na ampliagdo de 13000 vezes).

Comparando os resultados das imagens C15 (sob efeito do campo eletromagnético)

em relacdo as imagens E1-15 (amostra inicial), a diminui¢ado foi de 18,18%.
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Capitulo V

Consideracoes Finais

1. Conclusoes Gerais

Este trabalho apresentou o cultivo da bactéria Escherichia coli sob e sem o efeito de
um campo eletromagnético aplicado, realizando testes em um periodo de 18h de
crescimento bacteriano, testes de geracdes, e imagens realizadas por MET e MEV.

Durante as primeiras trés horas de testes as colonias cultivadas sob o campo
apresentaram uma resisténcia ao crescimento em relacdo as cultivadas em estufa, e nos
testes finais (15,18h) ocorreu em média um aumento superior a 50%, no crescimento das
bactérias cultivadas no campo.

A experiéncia de geracOes sucessivas perimitiu a seguinte andlise: o cultivo na
primeira geragdo € 40% maior no campo em relacdo a estufa; na segunda geracdo ndo
ocorreu variagdo significativa entre o cultivos; na terceira geragdo o cultivo no campo foi
59% menor em relacdo ao cultivo na estufa; e na quarta geracido o cultivo no campo foi
19% menor em relacdo ao cultivo na estufa.

Através da andlise das imagens realizadas por microscopia eletronica de transmissao
(MET), foi possivel verificar que o lise bacteriano ocorreu em maior intensidade nas
bactérias expostas ao campo eletromagnético, exemplo nitido entre as figuras 1II-13 (E9) e
I-14 (C9); 1I-5 (E9) e I1I-6 (C9).

Nas imagens por microscopia eletronica de varredura (MEV), constatou-se que o
tamanho das bactérias cultivadas sob o efeito do campo eletromagnético (C15), apresentam
em sua morfologia uma diminui¢do de 50,81% em relacdo as cultivadas em estufa (E15)
ap6s 15h. Relacdo constatada entre as imagens V-2 e IV-3 (na amplia¢do de 11000 vezes);

e entre as imagens [V-4 /IV-5 e IV-6 / IV-7 (na ampliagao de 13000 vezes).
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2. Sugestoes para trabalhos futuros
Uma das sugestdes seria trabalhar com o cultivo de células e bactérias, expostas a

um campo eletromagnético gerado por uma freqiiéncia da ordem de GHz (microondas).
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