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Resumo

Nos ultimos anos, muitos esforcos vém sendo realizados para incrementar as ferramentas no controle
de reducdo de micro-organismos pelo uso de radiagdo de micro-ondas, tanto na area da salde quanto na
industria de alimentos. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito letal da radiacdo de micro-ondas
sobre as células da levedura Saccharomyces cerevisiae. Um total de oito aliquotas de 20 mL de uma
suspensdo de S. cerevisiae em solucdo salina foi utilizado no estudo, no qual duas delas foram isoladas
completamente de qualquer tipo de radiacdo eletromagnética (amostras controle) e as demais foram
bombardeadas em diferentes cenarios, variando a poténcia da radiagdo em cadmara de ressonancia a
2,45GHz por um periodo de 10 segundos. Observou-se uma redugdo da ordem de 102 na concentragdo
das suspensdes de leveduras expostas a radiacéo eletromagnética com 375 W e 750 W de poténcia.

Palavras-chave: Reducdo microbiana; Micro-ondas; Radiagdo ndo ionizante; Radio-desinfeccao;
Controle de micro-organismos.
Abstract

In recent years, many efforts have been made to increase the tools to control the reduction of
microorganisms by the use of microwave radiation, both in the health area and in the food industry.
This study aimed to evaluate the lethal effect of microwave radiation on Saccharomyces cerevisiae
yeast cells. A total of eight 20-mL aliquots of a suspension of S. cerevisiae in saline solution were used
in the study, in which two of them were completely isolated from any type of electromagnetic radiation
(control samples) and the others were bombarded in different scenarios, varying the power of the
radiation in 2.45GHz resonance chamber for a period of 10 seconds. A reduction of the order of 102 in
the concentration of the yeast suspensions exposed to the electromagnetic radiation with 375 W and
750 W of power was observed.

Keywords: Microbial reduction; Microwave; Non-ionizing radiation; Radio-disinfection; Control
of microorganisms.
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Introducéo

A técnica de reducdo por micro-ondas € realizada pela exposicdo de micro-organismos a radiacéo
eletromagnética ndo ionizante, cuja frequéncia de oscilacdo esta compreendida entre 300MHz e
300GHz, com comprimento de onda entre 1m e Imm e energia fotonica de 1,24 peV a 1.24 meV,
respectivamente [1], [2], [3], [4].

Nesta exposicdo, dois tipos de efeitos, os térmicos e os ndo térmicos, causadores da reducdo
microbioldgica podem ocorrer. Os efeitos térmicos sdo causados por vibracdo por meio da interacdo
entre dipolos de moléculas e a componente campo elétrico (E-Field) da onda eletromagnética e também
pelo surgimento de correntes elétricas cujos portadores sdo ions livres, causando a transferéncia de
energia na forma de calor. Os efeitos ndo térmicos, por sua vez, relacionam-se a transferéncia de
energia, ndo na forma de calor, mas como efeitos eletrostaticos polares, promovendo a formacdo de
peréxido de hidrogénio (H.0,), altamente oxidante e letal para muitos micro-organismos, além da
quebra de ligagdes quimicas [5], [6], [7], [8].

A peculiar e profundamente detalhada estrutura celular de Saccharomyces cerevisiae, vulgarmente
conhecida por “levedura de cerveja”, faz dela um dos micro-organismos de maior interesse da
comunidade cientifica como um modelo (Real Phanton) para estudo em areas relacionadas a Biologia,
tais como Bioengenharia, Biotecnologia e Tecnologia de Alimentos. Ela é encontrada na forma
unicelular, ou na forma de pseudomicélios (filamentos semelhantes as hifas dos bolores). Sua
reproducéo celular ocorre por brotamento. Sua capacidade de fermentar aglcares especificos € um dos
principais fatores de distin¢do entre outras leveduras [9].

Figura l: Exemplares de Saccharomyes cerevisiae [10].
Desenvolvimento

Transferiu-se um indculo de S. cerevisiae para 100 mL de caldo triptona de soja enriquecido com
1,5% de glicose, previamente esterilizado, seguido de incubacéo a temperatura de 35°C por 24 horas.
Apos incubacdo, uma aliquota de 20 uL da cultura foi adicionada a 200 mL de solucéo salina a 0,85%
estéril, obtendo-se a suspenséo de trabalho.

Adicionaram-se 20 mL da suspensdo de trabalho a oito placas de Petri estéreis. Trés pares de
placas contendo a suspensdo de trabalho foram submetidos a radiagdo de micro-ondas por um periodo
de 10 segundos em um equipamento para uso doméstico, da marca LG, modelo MS3048GA, com
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poténcia de entrada de 1250 W e trés poténcias de saida distintas: minima (10% ou 75W), média (50%
ou 375W) e méxima (100% ou 750 W). Um par de placas de Petri ndo foi submetido a radiacdo, sendo
considerado o grupo controle.

Neste experimento buscou-se mitigar a possibilidade de reducdo por efeitos térmicos, de forma
que testes preliminares foram realizados com 20 mL de agua de maneira que fosse determinada a
temperatura final a que as leveduras seriam submetidas durante todo o processo.

A Tabela 1 apresenta as temperaturas atingidas das amostras de 20 mL de 4gua apds a exposicdo
por 10 segundos com a radiacdo ocorrendo em condicBes de poténcias minima, média e maxima. Um
processo de repeti¢cdo ocorreu por trés vezes para se obter a média da temperatura dos 20 mL de &gua
ao final da exposicao.

TABELA 1 - Valores médios de temperatura da dgua ap6s exposicdo a trés
poténcias distintas por 10 segundos. n = 3

Poténcia  Temperatura (°C)

(W)

75 38,3
375 50
750 51

A partir deste primeiro experimento, e com base na temperatura ambiente da sala, que se
encontrava em 30°C, constatou-se que a temperatura média final obtida estava apenas 23°C acima da
temperatura ambiente, minimizando a probabilidade de que a reducdo ocorresse devido aos efeitos
térmicos.

Imediatamente apOs os testes de irradiacdo, um mililitro (1 mL) de todas as amostras de
suspensdes de levedura, irradiadas e controle, foi transferido para 9 mL de solucéo salina, resultando
na diluicdo 1:10 (10%). A seguir, transferiu-se 1 mL desta diluicdo para outro tubo contendo 9 mL de
solucdo salina, perfazendo a diluicdo 1:100 (10%). Finalmente, obteve-se a diluicdo 1:1000 (107%) a
partir da transferéncia de 1 mL da diluicdo 10 para 9 mL de solucéo salina.

Aliquotas de 1 mL das diluicdes 102 e 102 de todas as amostras foram inoculadas em
profundidade (pour plate) em 4gar triptona de soja suplementado com 1,5% de glicose, seguido de
incubacéo a 35° C por 72 horas.

Apobs o periodo de incubagdo, realizaram-se as contagens das unidades formadoras de colonia
(UFC) das leveduras nas placas, utilizando-se o procedimento assistido por visdo computacional
proposto por GEISSMANN [11].

Na sequéncia sdo apresentados 0s possiveis efeitos da exposi¢cdo a radiacdo de micro-ondas,
sofridos pelos micro-organismos descritos neste estudo.

Efeitos da radiacdo de micro-ondas

O principal efeito da radiacdo de micro-ondas em um meio é o térmico, sendo que —
diferentemente das radiacdes com frequiéncias da faixa do visivel para cima — sua interagdo com a
matéria ndo se da pela absor¢do da onda por um elétron ou pelo nucleo de um &tomo, mas pela agédo do
campo elétrico das ondas eletromagnéticas sobre os dipolos existentes entre moléculas polares. O
campo elétrico da onda interage com o dipolo provocando a rotagdo das moléculas ao buscar o
alinhamento com o campo elétrico e este movimento é calor [12] [13]. Assim sendo, a efetividade de
interacdo de cada meio com uma dada frequéncia de micro-ondas esta diretamente relacionada com a
sua constante dielétrica.

O aquecimento com uso de micro-ondas tem algumas diferengas notaveis quando comparado com o
aguecimento convencional:
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1- Para um meio que contenha um componente capaz de acoplar com uma frequéncia de onda
incidente pode-se conseguir velocidades de aquecimento muito maiores.

2 — A fonte de energia pode remota, ou seja, pode estar distante do ponto de aplica¢do/uso.

3 — Cada material interage com intensidade diferente e, assim, pode-se conseguir aguecimento
seletivo dentro de um mesmo sistema [14].

Além destes, podem também ocorrer efeitos ndo térmicos como o aumento do rendimento de
reacBes, conduzidas em meio apolar ou sem solvente, que tenham transicGes polares [15],
deslocamento de elétrons dentro de uma molécula [16], reducdo da energia de ativacdo de algumas
reacBes [17], aumento da probabilidade de contato entre moléculas de reagentes — aumentando,
portanto, a velocidade de reacdo — devido a friccdo e mobilidade provocada pela micro-onda [18].

Outras possibilidades oferecidas pelas micro-ondas sdo:

1 - Seletividade quanto ao catalizador: Catalizadores polares absorvem energia de forma
diferenciada e alcancam temperaturas superiores a temperatura global do meio reacional [19], [20].

2 — Uso de susceptores: Susceptores sdo materiais que absorvem micro-ondas eficientemente e
transferem a energia térmica gerada as moléculas na vizinhanga que ndo tenham esta eficiéncia.
Embora a transmissao de energia ocorra de modo convencional, ela é mais rapida que o aquecimento
convencional [21], [22].

3 — Durabilidade/estabilidade do catalizador: Como as reagdes assistidas por micro-ondas sdo mais
répidas isto reduz o tempo de exposi¢do dos catalizadores a altas temperaturas. Processos cataliticos
com tempos de reagdo mais curtos preservam o catalisador da desativagdo e decomposicéo,
aumentando assim a sua vida util.

Desta forma, na proxima Secéo, serdo apresentados os resultados dos testes a exposic¢éo a radiagéo
ndo-ionizante de micro-ondas, dos micro-organismos e seu efeito direto na reducdo da formacao de
coldnias.

Resultados e discussdes

Ap0s a exposicao a radiagdo de micro-ondas, observou-se uma redugdo na concentragdo de células
viaveis de S. cerevisiae das suspens@es expostas ao bombardeamento eletromagnético por um periodo
de 10 segundos, nas trés poténcias de saida distintas em relacdo ao controle, como apresenta a Tabela
2.

TABELA 2 — ConcentracBes de Saccharomyces cerevisae na amostra
controle e nas placas submetidas as poténcias de saida distintas por 10

segundos.
Poténcias (W)
Controle 75 375 750
Concentragbes 3,20 x 10° 2,6 x 10 1,0 x 103 2,6 x10°
(UFC/mL)

Os resultados obtidos neste estudo permitiram constatar que os efeitos ndo térmicos da radiagdo de
micro-ondas mostraram-se eficientes no controle microbiano, destacando-se as poténcias média (375
W) e alta (750 W), que causaram uma reducdo da ordem de 102 ou 2 ciclos logaritmicos na
concentragéo da suspenséo de leveduras.

Pode-se apresentar a técnica de reducdo por micro-ondas como método viavel para
desenvolvimentos futuros, sobretudo na industria de alimentos, ndo descartando seu uso como forma de
desinfeccdo ou até mesmo esterilizacdo em procedimentos da &rea de saude, ora no tratamento médico
como radioterapia, ora na desativacdo de micro-organismos para a producdo de vacinas.

A radiacdo eletromagnética ndo ionizante tem como residuo, oriundo de efeitos ndo térmicos, o
peroxido de hidrogénio, letal para bactérias do género Streptococcus, por serem incapazes de produzir
a enzima catalase, responsavel pela clivagem desta substancia.
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As espécies mutans, viridans a bovis, deste género sdo importantes agentes etioldgicos de
endocardite bacteriana [23], [24]. Infere-se, desta maneira a possibilidade de aplicacdo da técnica de
reducdo por micro-ondas, objetivo de estudo deste trabalho, como tratamento auxiliar desta patologia.

Endocardite Bacteriana

Endocardite Bacteriana (EB) é uma doenca infecciosa, onde patégenos invadem a superficie
endocérdica, provocando danos e inflamacdo. Normalmente, uma biota (vegetacdo) composta,
principalmente, de fibrina e plaguetas, além dos agentes infecciosos, se estabelece nas valvulas
cardiacas.

O diagnostico é realizado por ecocardiograma transtoracico ou transesofagico, sendo o segundo
com melhores resultados de sensibilidade e especificidade [25]. Apesar dos avangos na quimioterapia,
a letalidade da EB est4 entre 13 e 40%. A variacao da letalidade pode ser atribuida ao perfil variavel e
dindmico da vegetagdo, as causas e complicagdes clinicas, além do diagndstico por ecocardiograma. A
incidéncia da EB varia entre 1,7 e 6,2/100.000 pessoas/ano, com idades entre 30 e 40 anos, acometendo
mais homens que mulheres.

AlteracGes valvares degenerativas e proteses sdo as causas mais comuns.

Idade acima de 40 anos, insuficiéncia cardiaca classe IV ou choque cardiovascular, sepse néo-
controlada, distdrbios de conducéo e arritmia sdo fatores preditivos de maior mortalidade [26].

Streptococcus e Stafilococcus sdo bactérias que figuram como as principais causas de EB. Estas
bactérias sdo amplamente encontradas na biota bucal e intestinal, normalmente ndo causando doencas,
mas ao serem combinadas aos fatores de risco, podem levar a EB e posteriormente a morte [27].

A Streptococcus é uma bactéria do grupo D, que pode causar a endocardite. Esta é responsavel
por 14% dos casos de EB [28]. A Streptococcus bovis esta entre as principais causas de EB e esta
associada & neoplasia colonica. Sua agdo, tipicamente, acomete a valvula adrtica, tendo como
consequéncia e complicacdo a insuficiéncia cardiaca congestiva, acompanhada de abscesso valvular e
tromboembolismo sistémico [24].

Métodos de tratamento alternativos ou complementares a quimioterapia, tal como o método
proposto neste trabalho utilizando reducdo por micro-ondas, sdo importantes para evitar ou mitigar a
insuficiéncia cardiaca por EB.

Conclusao

Através deste estudo, pdde-se avaliar o efeito letal da radiacdo de micro-ondas sobre as células da
levedura Saccharomyces cerevisiae, geralmente considerada na literatura como Real Phanton.

Um total de oito aliquotas de 20 mL de uma suspensdo de S. cerevisiae em solucdo salina foram
utilizados neste estudo, sendo que duas delas foram isoladas completamente de qualquer tipo de
radiacdo eletromagnética (amostras controle) e as demais foram bombardeadas eletromagneticamente
em diferentes cenarios, variando a poténcia da radiacdo em camara de ressonancia a 2,45GHz por um
periodo de 10 segundos.

Observou-se uma reducédo da ordem de 102 na concentragdo das suspensdes de leveduras expostas
a radiacdo eletromagnética com 375 W e 750 W de poténcia, levando-nos a crer que: Devido aos
efeitos ndo térmicos, houve uma alteracdo no metabolismo dos micro-organismos, especificamente
devido a sintese de peréxido de hidrogénio, o que levou estes a uma condi¢do limitadissima para o
suporte a vida.

Desta forma, conclui-se que a exposicao a radiacdo ndo-ionizante de 2,45 GHz, a uma poténcia de
até 750W, por um ndo maior que 10 segundos, é letal para micro-organismos como as células da
levedura Saccharomyces cerevisiae, inferindo-se assim esta condicdo de radio desinfeccdo a bactérias
do género Streptococcus, que nas espécies mutans e viridans sao agentes etioldgicos de endocardite



cuetand® Bl PlLEs e,

SBMO/SLABO Workshop de Micto-ondas pag. 1-7

bacteriana, abrindo um novo horizonte para a busca de uma radio terapia deste tipo de patologia
cardiaca.
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