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vi
RESUMO

SENSITIVIDADE A RADIACAO GAMA DE Escherichia cofi EM TRES

SUBSTRATOS E ESTUDOS DAS SUAS ALTERACOES AO MICROSCOPIO ELE
TRONICO

MARTIA ELISABETH NEVES FISCHER CERRI

Orientador: Dr. DARCY MARTINS DA SILVA

Eschenichia coli & uma bactéria de grande im-
portancia pois 0 fato de habitar o trato intestinal do ho-
mem e dos animais e de se multiplicar facilmente em meio
de cultura simples, pode servir como indicadora de outros
patdgenos intestinais em alimentos, bem como, provocar dis-

tirbios no homem.

O uso da radiacao ionizante vem se tornando
um metodo eficiente na esterilizacdo e conservacgdo dos ali-

mentos.

Geralmente, tratamento termico, como tambem
a radiacao ionizante requeridos para destruigcao dos micror-
ganismos sao influenciados pelo substrato no qual o micror

ganismo se encontra.

Neste trabalho o metodo proposto por ARAUJO
(1978) foi utilizado para se determinar a dose minima inati

vante (DMI) de radiacgdo para Eschendichia coti 12-1982, cres



vii

cida em tres substratos: leite bovino, extrato liquido de so-

ja e meio nutriente (DIFCO).

O valor da DMI encontrado para a Escherdichia co
L4 172-1982 desenvolvida em leite bovino foi 0,6 Mrad. Para E.
cofi 12-1982 crescida tanto em extrato liquido de soja como

tambem em meio nutriente, o valor da DMI foi de 0,5 Mrad.

Também foram feitas observacGes ao microscdpio
eletronico da celula bacteriana, desenvolvida nos tres subs-

tratos, e submetida a diferentes doses de radiagao gama.

Atraves das eletrofotomicrografias obtidas ve-
rificou-se que as células s3ao morfologicamente diferentes
quando crescidas em substratos diferentes. Alem disto, o de-
senvolvimento da bactéria e os danos causados pela radia—

¢d0 nos trés meios nao sao Os mesmos.

A comparagdao entre o tamanho das celulas desen-
volvidas nos diferentes substratos foi comprovada atra-

ves do Teste de Tukey.
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SUMMARY

RADIOSENSITIVITY TO GAMMARADIATION OF Escherichia coli 1IN
THREE DIFFERENT SUBSTRACTS AND STUDY OF THE ALTERATIONS IN
THE ELECTRONIC MICROSCOPE

MARIA ELISABETH NEVES FISCHER CERRI

Orientador: Dr. DARCY MARTINS DA SILVA

Escherdichia cofi is an important bacteria
because it is always present in the intestinal tract of men
and animals, and because it is easily multiplied in simple
broth culture, as well as it can be a very good indicator
of other intestinal bacterias in food and it is capable of

producing disturbs in men.

The use of ionizing radiation is becoming an

efficient sterilizing method for food preservation.

Generally thermal treatment, as well as
ionizing radiation necessary for the destruction of micro-
organisms are influenced by the substract in which such

microorganism is found.

In this work the method for determination of
the minimum inactivating dose of radiation (MID) proposed

by ARAUJO (1978) was used. The MID for E. cofi{ I1Z-1982 was



determined in three different substrate: cow milk, liquid

extract of soybean and nutrient broth (DIFCO).

The MID values found for E.colL 1Z-1982
developped in cow milk was 0.6 Mrad. For E.cold 1Z-1982
grown in liquid extract of soybean as well as in the

nutrient broth, the value of MID was 0.5 Mrad.

Observations on electronic microscope of the
bacterial cells were also made in the three substracts

and submitted to different dose of gamma radiation.

Electrophotomicrographies obtained showed that
cells are morphologically different when different substract
is used. The production of the bacteria and the damage
caused by the radiation to the cells grown in the three

different media used is not the same.

The Tukey's Test was used to stablish the
significance of the difference in the size of the cells

grown in the three substrate.



1. INTRODUCAO

Eschenichia cofi & uma bacteria largamente
distribuida na natureza e faz parte do grupo coliforme.Sua
presenca nos alimentos € de grande importancia por duas
razoes: a) em alimentos nao processados, indicam que estes
podem ter sido expostos a contaminagao direta ou indireta-
mente por fonte fecal, isto porque, o habitat natural de
muitas bactérias coliformes € o trato intestinal do homem
e de muitos animais. Desta maneira, a presenca de E. col4
nestes alimentos, pode indicar a existeéncia de outros paté
genos intestinais como salmonelas, shigelas, parasitas in-
testinais, viroses e organismos causadores da febre tifoi-
de. b) Nos alimentos processados, a sua importancia como
indicadora da possivel presenga de patdogenos intestinais tor
na-se pouco segura. Enfase maior tem sido dado ao seu va-
lor como indicadora de condigOes de manuseio ndo higié€nico,

sendo esta, uma das mais provaveis fontes de contaminagio.

Muitos estudos foram feitos quanto a estrutu



ra, funcles e processos biossintéticos da célula bacteria-
na, mas pouco ainda € conhecido quanto as mudangas prima—
rias induzidas nas bactérias expostas ao calor umido e ra-

diacao ionizante.

Resultados tém sido publicados e muitas espe
culagdes tém sido feitas quanto a natureza do mecanismo de

inativacao celular pelas radiagoes ionizantes (ZIMMER,1961).

A inativacao das bacterias pela radiacao se
da por acdo direta nas partes sensiveis da celula e  por
acdao indireta através de radicais quimicos reativos e pro-
duzidos no 1liquido celular. No caso da acdo direta, supoe-
-se que uma enzima, uma molécula de DNA ou outro consti—
tuinte celular seja afetado destruindo ou mudando, signifi
cativamente, um carater de importdncia para a subsisténcia
celular. Considera-se que danos desse tipo possam, em mui
tos casos, ser a razao da inativacao completa de um or
ganismo viavel. Outro efeito da radiagdao, pode ser a modi
ficacao da membrara celular pelo qual sua funcao vital é

profundamente per<urbada e alterada ou, talvez, a funcgao

respiratoria seja afetada ou mesmo a mitose seja impedida.

Como todos os microrganismos possuem certa
quantidade de agua, a liberacao de energia da radiacdo po-
de, também, conduzir a reacdes quimicas pelas quais radi-
cais livres de H, OH e moléculas de HZOZ sao formadas. Es-

tas espécies, sendo altamente reativas quimicamente, podem



causar, indiretamente, danos letais em componentes vitais

dos organismos.

Sendo a radiacdao de grande importancia para
a esterilizacao e conservacao de alimentos, pareceu-nos in
teressante realizar experimentos visando conhecer a efeti-
vidade da radiacdo gama sobre Escheraichia colfi em diversos

meios.

Assim sendo, procurou-se:

1 - Determinar a Dose Minima Inativante (DMI)
da radiagao gama em Eschendichia coli 17-
1982 desenvolvida nos seguintes meios :
leite bovino, extrato 1fquido de soja e

meio nutriente.

2 - Estudar, atraves de microscopio eletrdni
co, as modificacdes morfoldgicas e estru
turais ocorridas na celula bacteriana ,
submetida a diferentes doses de radia-
cdo gama, nos trés meios acima menciona-

dos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Eschenichia coldi

As bactérias pertencentes ao género Eschendi-
chia, sao organismos que estdao largamente distribuidos na
natureza, e, normalmente, sao encontrados no trato intesti-

nal dos homens e dos animais.

Constituem um grupo grande da familia Entero-
bacteniaceae e de acordo com o Manual de Bergey (BUCHANAN
e GIBBONS, 1974) as diferentes especies de Escherdichia sdo

as seguintes:

a)Eschenichia cold

- ndo utiliza o citrato como fonte de carbo
no

- ndo produz sulfeto de hidrogeénio
b)Eschendichia freundid

- utiliza o citrato como fonte de carbono
- produz sulfeto de hidrogeénio



c) Eschendehdia intenmedius
- utiliza o citrato como fonte de carbono

- nao produz sulfeto de hidrogenio

A Eschendichia coli & um tipo de espécie com
grande numero de linhagens. Ocasionalmente, estes organis
mos tém sido associados com gastroenterite humana, devido
a sua presenca numerosa em alimentos contaminados. Foi iso
lada pela primeira vez por Escheriéh no ano de 1885 (BUCHA
NAN e GIBBONS, 1974) e foi caracterizada em 1886 (MERCHANT,
1950), denominada inicialmente de Baciflus coli e Bacte-

nium colL (BUCHANAN e GIBBONS, 1974).

Escherndichia coli geralmente & um bastonete
curto, podendo ocorrer tanto isolada como aos pares, ou
formando cadeias pequenas. Muitas linhagens podem formar
capsulas. S3o organismos nao esporulados e possuem flagela

los peritriquios (BUCHANAN e GIBBONS, 1974).

Em placas de Petri, com meio nutriente égar,
as coldonias mais jovens dessas bactérias apresentam — se
brancas, as vezes amareladas. Com o passar do tempo vao
tornando-se escuras. Elas sao umidas, opacas, circulares
de bordas lisas e tornam turvos os meios de cultura liqui-
dos, com sedimentacdao e ndo formacdo de peliculas (BUCHA—

NAN e GIBBONS, 1974).



Em meios ou substrato contendo glucose, lac-
tose, frutose, galactose, maltose, arabinose, xilose, ram-
nose, e manitol, a Escherichia coli produz acido e for-
ma gas. Também pode, em alguns casos, fermentar a rafino
se, glicerol, salicina, e outros compostos. Nao fermenta
a dextrina, o amido, o glicogénio e o inositol ( FRAZIER,

1967).

Sao microrganismos aerobios ou anaerdobios fa
cultativos e exibem um bom crescimento mesmo em meios mais

simples (FRAZIER, 1967).

A temperatura para Escherdichdia coli se desen
volver pode variar de 10° a 45° C sendo que seu Otimo se

encontra na faixa de 30° a 37° ¢ (BIUCHANAN ¢ GIBBONS,1974).

Escherichia cofi juntamente com  Aexrobacter
aercgenes sao os principais organismos pertencentes ao gru
po coliforme (JAWETZ et alii, 1970) e sao utilizados como
indicadores de qualidade sanitaria dos alimentos porque,
além de estarem em grande numero no trato intestinal, sdo
de facil isolamento, pois crescem em meios de cultura sim-
ples, sdo de facil identificagdo, além de estarem altamen
te relacionados com os patdogenos intestinais nos alimentos.
Segundo FRAZIER (1967), como a Escheadichia coli esta nor-
malmente presente no trato intestinal do homem e dos ani-

mais, e a Aerobacten aerogenes parece estar mais associada



aos vegetais (embora ocasionalmente seja encontrada nc¢ tra
to intestinal do homem e dos animais), e necessario que a
incidencia de ambas seja determinada em separado, atra
vés de testes Bioqufmicos. Essa determinagdo € importante
quando se quer verificar se houve contaminacao fecal em

alimentos.

Segundo BARNARD (1981), os coliformes normal
mente estdo acompanhados de microrganismos psicrotroficos

que podem contaminar o leite apos pasteurizagao.

Desde o ano de 1968 a Escheadichia cell tem
sido apontada como uma das causas da diarréia no homem, em

qualquer faixa de idade (SACK, 1975).

Entre os alimentos que podem abrigar grande
nimero de enteropatogenicos, se ndo forem devidamente pro-
cessados e/ou conservados, estao o leite e seus derivados,

molhos congelados, etc.

2.2. Efeito da radiacdo gama e radiossensitividade das

celulas bacterianas

Um importante aspecto da aplicacao da radia-
cdo na preservacdao dos alimentos, & de dar seguranca aos
produtos alimentares disponiveis ao consumidor, sem riscos

da presenca de qualquer microrganismo patogenico.



Ao considerarmos uma dose de radiagao que se-
ja suficiente para livrar produtos alimentares de patdgenos,
€ preciso _que se tenha em mente, alguns fatores que
podem influenciar a radiossensitividade de um
microrganismo: presenca ou nao de oxigénio, presenga de
agua, especies, concenfragéo dos organismos, estado fisico
do meio, composicao do meio, tipo de radiacao, pH e outros

fatores. Entre os principais, esta a composicao do meio.

O substrato no qual celulas sdo expostas a ra
diacdo, tem notavel influéncia na destruicao destas. Pro-
teIna no meio de crescimento e protetor de celulas e, conse
qientemente, altos niveis de dose s3ao requeridos para des-
truir celulas em presenca de proteina do que em presenca de

solucdo buffer ou agua destilada (DESROSIER etal.,1960)

RAYMAN © BYRNE (1957) também afirmam que os
microrganismos sao mais resistentes quando irradiados em um
meio nutriente quando comparados com agua destilada ou buf-

fer.

De acordo com NIVEN (1958), conforme a comple
xidade do meio aumenta, ha um aumento na resisténcia dos or

ganismos.

Ha uma grande variag@o nas doses esterilizan-
tes para diferentes grupos, espécies e formas de microrga—

nismos.



HOPMAN (1962) relata que para leveduras, a
dose esterilizante & de 200 KR. SKULBERG (1970) trabalhan-
do com esporos de CZcostridium botulinum determinou que a
dose esterilizante era 4,5 Mrad. Das bacterias ndao esporu-
ladas, uma das mais resistentes € a Antrobacter radiotole-
rnans, cuja dose esterilizante e ao redor de 1,0 Mrad (YO-

SHINAKA et alii, 1973).

A inativagdo das enterobacterias ocorre ao re

dor de 0,4 a 0,6 MR (TUMANIAN et alii, 1958).

ERDMAN et alii (1961 ) examinando e comparan-
do resistencias de bactérias de interesse para a salde pu-
blica, concluiram que, em meio liquido, o St@abiaeoecus
gaecalis foi mais resistente do que estafilococos, salmone-

las, coliformes e Micrococcus tubernculosis.

DRYER et alii (1965) estudando diferentes es-
pecies de bactérias desenvolvidas no meio ''Hartsell' s
broth', obtiveram como dose minima letal (MLD) de radia—
gao gama para Eschendchdia coli 0,6 Mrad, sendo esta a mais
resistente das bacterias por eles estudadas. Proteus vul -
garis mostrou ser a menos resistente com a dose 0,3 Mrad. A
resistencia da bacteria Streptococcus faeecalis foi semelhan

te 4 encontrada para as espécies de Safmonella (0,5 Mrad).

De acordo com PREVITE (1968), uma dose de 1,0

Mrad € o dobro da dose necessaria para reduzir a zero o nu-
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mero de células apos irradiacdo de uma suspensdo liquida de

Sazmongﬁﬂa,typhémuniumg

PLECEAS e ARIZAN (1969) estudando resisten—
cia 3 irradiagao com raios gama em Escherdichia coli, Strep
Lococeus faecalis, Proteus vulgarnis e Salmonella typhimu-
ndium, concluiram que Proteus vulgaris foi a mais sensivel
e Strneptococceus faecalis foi a mais resistente de todas. A

dose encontrada para Salmonella typhimurium foi semelhante

a encontrada para Eschendichia cold.

ARAUJO (1978) estudando Salmonella typhimu—
nium desenvolvida em meio nutriente liquido, propds um mé-
todo para determinacido da Dose Minima Inativante (DMI) de
radiacdo gama, que impedisse a célula de se multiplicar e,
que ao mesmo tempo, sofresse o minimo dano nas estruturas

antigénicas. O valor encontrado para tal foi 0,55 Mrad.

2.3. Efeito da Radiacdo Gama nas Celulas Bacterianas

Embora radiagoes ionizantes de alta ene ;ia
sejam eficientes na inativacao de microrganismos quando es-
tes sdo irradiados em uma suspensdao 1liquida, considera-se
importante que o efeito da radiacao seja devido diretamente
ou secundariamente a mudangas ocorridas nos fluidos circun-
dantes ou intracelulares, particularmente formagao de radi

- - -~ -« -
cais livres com conseqllente desnaturagao quimica de compos
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tos da bacteria (AHN et aiii, 1962).

Uma grande fracdo da celula e agua e o efeito
da radiacdo ionizante em agua € de interesse primario. Esta
bem estabelecido que grande quantidade de perdoxido de hidro-
genio (Hzoz) sao produzidos por Raios-X ou gama somente em
presenca de oxigénio dissolvido. Os radicais HO e HO, sao
considerados responsaveis pela maioria dos efeitos indire—

tos em materiais bioldgicos ¢BELLAMY, 1955).

AHN et alii (1962) concluiram que a presen-
ca de agua e oxigeénio durante a irradiac3o pode ser utiliza-
da para aumentar a taxa mitOtica nas baixas doses de radia-
¢do, sem contudo, aumentar o dano nas enzimas respiratorias.
Admitem também que em sistemas aquosos, a presenga de oxi
genio aumenta cerca de 300% o efeito do dano para uma deter-
minada dose de irradiacao, quando comparada ao dano no esta-

do seco.

0 efeito da radiagdao em uma célula animal &
mostrado atraves de uma cadeia de eventos: a irradiagdo pro-
voca uma seqliéencia de ons, os quais penetram na matéria in-
discriminadamente e esses ions podem desorganizar atomos com
progressivas alteragoes moleculares, as quais, dependendo da
intensidade das modificacoes, podem provocar a morte dos mi-

crorganismos. Se a exposigdao nas células for de alto nivel,
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as mudancgas estruturais poderao ser imediatas como: ruptura
da membrana, vacuolizacao do citoplasma, inchamento e dis-
solucao da mitocondria, hipercromaticidade dos n&ﬂeos,ikag
mentacdo dos cromossomos, desnaturagdo de proteinas e frag

mentacao de enzimas (RUGH, 1968).

Como descrito anteriormente, o aumento do vo
lume nuclear e citoplasmatico em uma célula € um dos efeitos
da radiacdo. Em bactérias, este fendomeno aparece com uma
elongacao das mesmas (KLEIN e FORSSBERG, 1954; PUCKe FISHER,
1956 ; MEISSEL, 1956). Estes autores descrevem este fato co

mo sendo resultado de um dano na divisao celular.

Conforme CARLSON (1954), a radiacao pode al-
terar a morfologia como também o nimero de nucléolos em in-
setos ou em células de mamiferos (SCHERER e RINGELB,1954) .
0 volume total do nicleo pode aumentar como resultado da
irradiagao, como freqlientemente acontece com o volume do
nucleo e os nucléolos podem tornar-se fragmentados ou vacuo

lizados.

E conhecido que o substrato no qual os mi—
crorganismos se desenvolvem, € um fator de grande importan-

cia na radiossensitividade das células bacterianas.

Varios sdo os trabalhos discutindo a influeén
cia da glucose no substrato em relagdo a resisténcia dos mi

crorganismos a radiagiao (HOLLAENDER et alii, 1951; HOWARD-
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-FLANDERS e ALPER, 1957; SARGENT, 1961 ; BIRGE e TOBIAS,1954;
WEEB, 1954; ADLER e ENGEL, 1961; STAPLETON e ENGEL, 1960).

A observacdo de que a bactéria Escheadichia
coli desenvolvida em meio nutriente contendo glucose & mais
resistente do que quando desenvolvida em meio na ausencia
de glucose, & um interessante exemplo de como uma mudan-
¢a relativamente pequena nas condicoes do meio pode im-
plicar na alteracdo da sensitividade da celula pela radia-

cao (ADLER e ENGEL, 1961).

STAPLETON ¢ ENGEL (1960), tentando estabele
cer varios fatores que envolvem o fendmeno da resistencia
no meio com glucose,compararam celulas crescidas em glucose
-peptona com células crescidas somente em peptona e mostrou
que ha correlacdo entre o pH do meio com a resisténcia da
celula. Ceélulas que metabolizam glucose, levam o pH a um

baixo valor, tornando-se resistentes.

As celulas desenvolvidas em peptona-glucose
apresentam uma maior quantidade de DNA. A quantidade de
RNA e proteina e maior nestas células desenvolvidas neste
meio. Desta maneira, as celulas parecem apresentar um vo-
lume maior e ha mais granulos internos, podendo ser mate-

rial armazenado (ADLER e ENGEL, 1961).

Uma hipotese para tentar explicar a influen

cia da glucose na resistencia das células crescidas neste
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substrato, seria que a glucnse pode favorecer a sintese de
um sistema de protegao que pode ser um simples composto atuan
do como agente protetor quimico ou um complexo sistema de
enzimas que permitiriam a célula reparar ou desviar o dano

.

causado pela radiacao (ADLER e ENGEL, 1961).

STAPLETON e FISHER (1967) demonstraram que
células crescidas em meio com glucose, continuam fabricar
proteina em alta taxa apos irradiagdo. A alta taxa de sinte
se de proteina pode ser concordante com o sistema de prote-

¢ao ou recuperacao.

A presenca do oxigénio também influencia a

resisténcia das celulas em meio com glucose.

Células crescidas em meio aerobico contendo
glucose, parecem ser mais resistentes do que culturas cres

cidas apenas em meios aerdbicos.

Células crescidas aerobicamente, requerem ati
vidade da catalase e ou citocromo que, interagindo <com o
peroxido de hidrogénio produzido pela radiagdo em égua,peg
mite que o efeito da glucose seja manifestado ( ADLER e EN

GEL, 1961).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparacao do material para Determinacao da Dose

Minima Inativante (DMI)

A Dose Minima Inativante de radiacao (DMI) pa
ra E.coli foi determinada segundo a técnica modificada desen-
volvida por ARAUJO (1978). Para tal utilizou-se Escherdichia
coli I1Z-1982, da Micoteca do Departamento de Tecnologia
Rural, da Escola Superior de Agricultura ''Luiz de Queiroz" ,

Piracicaba, Sao Paulo.

3.1.1. Preparo da suspensdao bacteriana

Foram utilizados no preparo da suspensao bac-
teriana, 250 ml de leite bovino, 250 ml de extrato liqui—
do de soja e 250 ml de meio nutriente, depositados, separa-
damente em Erlenmeyers, inoculados com a bactéria Escheri-

chia coldi I2-1982 e, posteriormente, levados para incubar
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durante 24 horas a 32 + O,So C.

O meio nutriente utilizado foi o seguinte:

Extrato de carne ..vvvveeess 0,3%
Peptona & & & & & & ¢ & & & & 0 4 & & 5 & 5 0 0 1,0%
GlucoSe +ivesevesnsssnssasss 1,0%
O leite bovino utilizado nos experimentos

deste trabalho foi o leite pasteurizado do tipo B.

0 extrato liquido de soja utilizado nos expe
rimentos, foi o VITAL sem sabor, produzido pelo Institu-

to de Tecnologia de Alimentos (ITAL - Campinas, Sao Paulo).

3.1.2. Tratamento da Escherdichia coli 1Z-1982 com

radiacao gama

Aliquotas de 5 ml de cada substrato conten-
do Eachenichia coli 12-1982 foram distribuidos em frascos
de vidro de mesmo didmetro, os quais foram irradiados, uti-
lizando-se um irradiador Gammabean-650, da Atomic Energy of

Canada Commercial Products, emissor de raios gama provenien
60
te de Co.
Foram realizados 10 experimentos utilizando

-se oito doses de radiagao gama para cada tratamento. As do

ses escolhidas foram: 0.0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 0.6

.
k]
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0.7; 0.8 Mrad. A taxa de dosc foi, ao redor de 2.0

MR/hora.

As doseés e a taxa de dose escolhidas basearam
-se no trabalho de ARAUJO (1978), que através de ~ estudos
expondo Salmonella typhimuriun a doses variando entre  0.00
e 2.00 concluiu que acima de 0,65 Mrad, ndo ha sobreviven
tes. A taxa de dose foi de 2.0 MR/hora em fungao do curto
tempo de irradiagao, evitando desta maneira, a multiplica

cdo de células bacterianas.

Apos a irradiagdo, 0.5 ml do material de ca-
da frasco foi distribuido em tubos de ensaio contendo 4.5 ml

de meio esterilizado.

Para cada dose dos diferentes tratamentos,uti
lizou-se cinco tubos de ensaio contendo o meio de cultura ja
citado anteriormente. Os tubos foram incubados durante 48

horas a temperatura de 32° C.

Para se obter um controle no caso de contami-
nacao durante o processo de incculacgao dos tubos, foi utili-
zado 0.5 ml de solugao salina tamponada, sugerida por LIMA
e SILVA (1970) esterilizada em autoclave por vinte minutos
a 1,25 atmosferas de pressao e colocadas em cinco tubos de
ensaio, com o mesmo meio de cultura e incubadas nas mesmas
condigdes. A solugdo salina (fisiolGgica) em tampdo de fos-

fato era assim constituida:
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NaZHPO4 M/ls ®© 6 0 00 0 0 0 5 0 00 0 0 00002 0 0 00 0 40 ml
KH2PO4 M/]-S $ ¢ s 2 & e e & ¢ L & S L ST 5SS E 8 L S 10 ml
NaCl © 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 200 0.0 002 0.0 0000 90 00 009 00 0 8,5 g

Agua destilada completando .....eeeveeses. .1l 000 ml

PH ajustado para .eeeeeeeeesoessnccncnsns 7,4

3.1.3. Contagem dos sobreviventes e analise estatistica

A sobrevivéncia de celulas bacterianas era cons-
tatada pela turvacdo do meio cultivado. O numero de tubos
de ensaio onde havia presenca de sobreviventes foi anota
do com sinal + e a auséncia de sobreviventes foi anotado

com o sinal -,

Desta forma, obteve-se dados na forma dicoté
mica, isto e, duas classes de dados. Para analise esta-
tistica, utilizou-se o teste binominal, ndao paramétri—
co, com aproximacao para a distribuigiao normal por terem

sido utilizadas 50 amostras, conforme CAMPOS (1976).
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3.2. Estudo comparativo do efeito da radiacao Gama nas

celulas_de Escherdichia cold 172-1982 desenvolvida em

diferentes substratos, a nivel de microscopia ele-

tronica

A determinagdo da dose minima inativante (DMI)
neste trabalho, foi importante para a escolha das doses de

estudo do efeito da radiagao gama na morfologia da Eschexd-

chia coll 12-1982,

Devido a pouca disponibilidade em se estudar
a nivel de microsccpia eletronica as células submetidas a
todas as doses de radiacao gama utilizadas na determinacgao
da Dose Minima Inativante (DMI), escolheu-se, alem da tes-
temunha, trés doses que pudessem mostrar com evideéncia 0s
efeitos da radiagdo gama numa celula bacteriana, ou seja, a

dose minima e a maxima empregada.

Desta maneira, as doses escolhidas foram: 0,1

Mrad, a DMI para os diferentes meios e a dose 0,8 Mrad.

3.2.1.Preparo do espécime para microscopia eletroni

ca

A preparacdo das bacterias e a irradiacgao

das mesmas foram feitas de maneira semelhante & metodologia
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aplicada na determinagdo da Dose Minima Inativante (DMI).

Apos a irradiacdo, as amostras foram centri-
fugadas em solucdao salina treés vezes e submetidas a fixacdo

como se segue:

Fixacdo - A fixacgao das bactérias foi feita
com glutaraldeido 6,5% em tampao cacodilato 0,125 M pH 7.2
durante 1 hora e quinze minutos a 4° c. 0 material foi cen

trifugado durante 10 minutos a 2000 rpm.

Lavagem - Apos fixadas e centrifugadas, as
amostras foram lavadas uma vez com buffer cacodilato 0,125
M pH 7.2 durante 10 minutos a 4° c e centrifugadas duran

te 10 minutos a 2000 rpm.

Pos-fixacdo - O material foi pos-fixado em

solugdo de tetroxido de 6smio a 2 % em tampao cacodilato
0,125 My, pH 7.2 durante 1 hora a 49 ¢ e centrifugado du-

rante 10 minutos a 2000 rpm.

Em seguida a pos-fixagdo, as amostram foram
incluidas em agar 1,5 por cento. Foi depositada 1 gota de
agar em cada tubo de ensaio contendo as bacterias. Depois
de solidificado, o material foi cortado em porgoes de mais
ou menos 1 mms, para facilitar as diversas porgoes de in-

clusoes.

Pré-coloracdo - O material foi pre—colorido
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#m acetato de uranila 2% dissolvido em acetona 75% durante

1 noite a 4° cC.

Desidratagéo - As amostras foram desidrata-
das em concentracgoes crescentes de acetona. Em acetona 90%,
foram submetidas a 2 tratamentos de 10 minutos cada. Com
acetona 100%, as amostras foram submetidas a 3 tratamentos

de vinte minutos cada.

Para auxiliar a penetracao da resina, as pe-
cas foram colocadas em 6xido de propileno, durante quinze

minutos.

Infiltracao - A infiltracao das amostras com

a resina EPON 812 (LUFT, 1961), obedeceu trés etapas que
representam gradientes de resina em o0xido de propileno abai

X0 esquematizado:

1 - Epon + 0xido de propilemo 1:1 37° C - 2 horas
2 - Epon + 0xido de propileno 2:1 37° C - 2 horas

3 - Epon puro 4° C - 24 horas

Incluséo_— As amostras foram colocadas em
moldes de borracha apropriados e preenchidos com resina pu-
ra a fim de se obter os blocos. Para polimerizagao da resi
na, estes foram levados as estufas de 37° C, 45° C e 60° C

durante 8 horas, 15 horas e 24 horas, respectivamente.
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Microtomia - Foram feitos cortes wultrafinos

dos blocos contendo material tratado com as diversas doses,
utilizando-se um ultramicrotomo de avanco mecanico Modelo
MT-1, da SORVALL. Operou-se com navalhas de vidro cristal

de 6 mm de espessura.

Os cortes ultrafinos com espessura entre
0,06 - 0,09 um foram colocados em grades de cobre de 400

"mesh" previamente cobertas com parlddio.

Coloragao - A coloragao dos cortes wultrafi-
nos foi realizada com uma solucgao aquosa de acetato de ura-
nila 2.5% durante 6 minutos. Estes cortes, ainda foram co
loridos com uma solugao de citrato de chumbo (REYNOLDS,1963)
sob atmosfera de N, liquido durante 4 minutos e logo apods

examinadas ao microscopio eletrodnico.

Exame dos espécimes - As grades contendo 0§

cortes ultrafinos foram examinadas ao microscopio eletro
nico de transmissao Elmiskop I A da SIEMENS, operando a

80 000 volts.

Os negativos fotograficos foram obtidos uti-
lizando-se chapas de vidro tipo Projector Slide Plates da

Kodak, de 6,5 x 9 cm.
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3.3. Teste de Tukey: comparacdo dos tamanhos de bacteée-

rias tratadas e nao tratadas

Através da analise das eletrofotomicrogra—
fias de Eschendichia cold{ T1Z-1982, observou-se consideré
veis diferencas no tamanho das celulas bacterianas sub-

metidas ou nao a radiacdo gama nos diversos substratos.

Para se determinar a significancia da dife-
renca de tamanho das células desenvolvidas nos tres diferen
tes meios, procedeu-se a analise estatistica atraves do
Teste de Tukey, utilizando-se as medidas do diametro de

todas as celulas registradas nas eletrofotomicrografias.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacdao da Dose MInima Inativante - DMI

4.1.1. Teste de sobrevivencia de bacterias submeti-

das a4 radiacdao gama do 00¢,

Nas TABELAS 1, 2 e 3, encontram-se os dados
referentes as irradiacGes de Escheradichda cold I2-1982 desen
volvidas em leite bovino, extrato lIquido de soja e meio nu

triente, respectivamente.
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4.1.2. Analise estatistica n3o parametrica: Teste bi-

nomial para determinacdo da Dose Minima Inati-

vante (DMI)

Para determinacdo da Dose Minima Inativante (DMI)
aplicou-se o teste binomial, devido a presenca de duas clas-

ses de dados, ou seja, dicotomicos.

Para analise estatistica foi utilizado o valor
meédio de contaminagdo casual nos diferentes meios, sendo este

valor igual a 1.

Nas TABELAS 1, 2 e 3 tem-se:

N = 50 tubos
B = numero de tubos com sobreviventes
BC = 1 = tubos com contaminagao casual
Portanto
- BC ~
pc = —— = — = 0,02 ou seja 2% de contaminacao
N 50

casual

Intervalo de confianca (I.C.) para contaminagao casual:
(a= 0,05)

Como N >20 sera usada a aproximacdo normal:

Entao
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I.Ci =p_. 12 242+ S (p.)

/2 1,96 (limite superior da distribuigcao normal

ao nivel de 2,5% de probabilidade)

0,02 . (0,98)

s(p.) = = 0,019
50

I.C. = 0,02 + 1,96 (0,019)

Para maior seguranga foi escolhida p. = 0,04
(4%) como sendo a proporgcao de casos em que ocorrem sobrevi-
ventes por contaminacao no processo de inoculacao das amos-

tras e testou-se:

H:p=20,04 vs H_: p> 0,04

onde

)
o\

a hipotese da nulidade, e

H_ & a hipotese alternativa
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Se HO for rejeitada admitir-se-a que a propor
cdao (B/N = p) & estatisticamente superior a 4% e, conseqlien-
temente, concluir-se-a que ndo esta havendo 100% de mortali-
dade, ou seja, os sobreviventes detectados nos tubos nao sao

devido apenas a contaminacdo.

Pela aproximagao normal do teste binomial, pa

ra N = 50 e considerando-se um nivel de significancia de
X = 5%, rejeita-se HO se:
B - N
*
B = D e ettt eieeeeees (1)

ou:
B> z
a 4 & 5 & 5 2 5 & & 6 % & & 3 5 8 & 6 2
VN P. 9. * N (2)
P
onde:
B = numero de tubos com sobreviventes para determinada
dose
N = nimero total de tubos examinados para determinada
dose
p. = proporgao admitida por contaminagao casual(0,02)
z, = limite superior da tabela de distribuicao normal
ao nivel
o = nivel de significancia considerado (5%)

Aplicando-se os valores na equacao (2)
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1,645 ‘\]50 (0,04) (0,96) + S0 (0,04)

1,5 = 3,8 4

Se B> 4 rejeitar-se-a H, ou seja, admitir

-se-a que a proporgao de sobreviventes & superior a 4%, ou

seja, nao se trata de contaminagao casual.

que:

Atraves das tabelas 1, 2 e 3, verifica-se

l .

Na Tabela 1, onde o substrato utilizado
foi o leite bovino, encontrou-se para B o
valor 4 na dose 0,5 Mrad. Entretanto, pa-
ra maior seguranca, escolheu-se a dose
0,6 Mrad como sendo o valor para dose mi-
nima inativante (DMI).

Na Tabela 2, onde o substrato utilizado
foi o extrato liquido de soja, nota-se que
doses maiores e iguais a 0,5 Mrad apresen
tam B <4. Portanto, tomou-se a dose 0,5
Mrad como sendo a dose minima inativante
(DMI).

Na Tabela 3 utilizou-se como substrato o
meio nutriente. Encontrou-se que doses
maiores e iguais a 0,5 Mrad apresentam
B < 4. Com isto o valor escolhido como
dose minima inativante foi a dose 0,5
Mrad.
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4,2. Observacao das eletrofotomicrogr-fias de Escherichia

cold 17-1982 nos seguintes meios nutritivos

4.2.1. Leite bovino

Comparando celulas de Escherichia coli I1Z -
1982 irradiadas com 0,1 Mrad (Figura 1 B) e a testemunha (Fi
gura 1 A), observou-se algumas alteragOes que se manifesta-

ram da seguinte maneira:

1) Cerca de 50% das celulas irradiadas com
0,1 Mrad, apresentaram retragcao do citoplasma tornando - se
mais eletrodenso e homogéneo. A parede celular mostrou-se

descolada e bastante frouxa.

2) Aproximadamente 15% das células perderam
parcial ou totalmente a parede celular, ficando o citoplas

ma com regides claras e escuras.

3) Algumas celulas tiveram seu citoplasma re-

traido, tendo a parede celular acompanhade esta retragao.

Observando celulas que receberam a dose 0,6
Mrad - DMI (Figura 1 C), notou-se as mesmas modificacgoes
ocorridas com a dose 0,1 Mrad, apenas com uma freqliencia me
nor: cerca de 20% das ceélulas sofreram retracgdao do citoplas
ma e descolamento da parede celular e apenas 5% perderam par

cial ou totalmente a parede da celula.



FIGURA 1 - Eletrofotomicrografias de Escherichia coli I172-1982
cultivadas em leite bovino e submetidas a radiacao ga
ma: A- Testemunha; B- 0.1 Mrad; C- 0.6 Mrad (DMI); D-

0.8 Mrad. —_—— = lpm
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0 exame das eletrofotomicrografias de células
irradiadas com 0,8 Mrad (Figura 1 D) mostra que, morfologi-
camente, nao ha diferenca entre esta dose e a testemunha. En
tretanto, no exame ao microscopio eletrdnico, constatou—se

que o numero de celulas tratadas com a dose 0,8 Mrad era

bem menor do que o numero de céelulas da testemunha.

Vale ressaltar que, em todas as celulas culti
vadas neste substrato, o citoplasma pareceu ser bem homogeée-

neo.

4.2.2. Extrato liquido de soja

Observando celulas bacterianas irradiadas com
0,1 Mrad (Figura 2 B) e comparando-as com a testemunha (Figg
ra 2 A) notou-se uma mudanga muito marcante na forma da ce-
lula. Em algumas destas celulas, pode-se notar formacgoes
semelhantes a vaclolos em certas regides niao especificas da

celula.

Nas células de Egchenichia coli I2-1982 subme
tidas a dose 0,5 Mrad - DMI (Figura 2 C), nota-se que apro
ximadamente 50% das células apresentam a mesma formacdo va-
cuolar encontrada na dose anterior. Em alguns casos, esta
formacao vacuolar aparece bem maior e sem forma regular. Com

relacdo a forma da célula, esta parece ser normal.



g i

GURA 2 - Eletrofotomicrografias de ! Escherichia coli 17-1982
cultivadas em extrato 1iquido de soja e submetidas a
radiacao gama: A- Testemunha; B-0.1 Mrad; C-0,5 Mrad
(DMI); D-0.8 Mrad. — =1 pm -

FI
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0 exame das eletrofotomicrografias das célu-
las submetidas a dose 0,8 Mrad (Figura 2 D), mostra que
morfologicamente, estas sio semelhantes a testemunha. Entre
tanto, da mesma forma como com o substrato leite bovino ,
as células submetidas a dose 0,8 Mrad foram encontradas em

menor numero do que a testemunha.

A homogeneidade do citoplasma das células de

senvolvidas neste substrato e evidente.

4.2.3. Meio nutriente

As células de Escherdichia cofi IZ-1982 desen
volvidas em meio nutriente mostraram diferentes sensibilidg

des as diversas doses de radiacdao gama.

0 material celular das células desenvolvidas
neste substrato, parece ser bem diferente daquele das ce-
lulas crescidas nos outros dois meios. Pode-se notar que
as células da testemunha desenvolvidas neste meio (Figura
3 A) apresentam citoplasma com granulacoes maiores do que

a dos outros dois substratos (Figura 1 A, 2 A).

As células que foram submetidas a dose 0,1
Mrad (Figura 3 B), apresentaram ora lacunas entre o cito—
plasma e a parede celular, ora formacoes vacuolares em seu

interior.



FIGURA 3

Eletrofotomicrografias de Escherichia coli
cultivadas em meio nutriente e submetidas a
gama: A-Testemunha; B- 0.1 Mrad; C- 0.5 Mrad (DMI)
D- 0.8 Mrad.—— =1 jnm

12-1982
radiacao



Nas celulas irradiadas com " .5 Mrad - DMI (Fi
gura 3 C) nota-se uma certa modificacido citoplasmatica que
se manifesta de duas maneiras: algumas células apresentam
granulagoes finas por todo o citoplasma, observando em cer-
tas células, espagos pronunciados entre o citoplasma e a pa
rede celular. Outras celulas mostram granulagdes mais con-
centradas em alguns pontos, ficando com regioes claras e es

curas.

Observando células de Escherdichia coli I1Z -
1982 irradiadas com a dose 0,8 Mrad (Figura 3 D), nota - se
que as celulas, em sua maioria, parecem ter sua parede ce-
lular deformada, outras se apresentam arrebentadas com ex-
travasamento do material citoplasmatico. Quase todas as ce-

lulas sofreram danos.

4.3, Resultados do Teste de Tukey de avaliacao do tama-

nho das célulgE de Escherdichia cold I1Z-1982

Na Tabela 4 encontram-se os dados referentes
as medias dos diametros (em milimetros) das celulas de €E4-
chenichia cofi 1Z-1982 submetidas ou nio a radiacdo  gama.
Os valores abaixo, representam as medidas obtidas nas ele-

trofotomicrografias ampliadas 29.100 x.
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Tabela 4 - .adia dos diametros de celulas de Escherichia
cold{ I7Z-1982 desenvolvidas em diferentes sub§

tratos e submetidas a radiacdo gama(em milimetro)

Substrato Teste- 0,1 Mrad DMI 0,8 Mrad
munha
Leite bovino 21,64 20,74 20,79 19,33

Extrato liquido de soja 20,12 19,93 20,72 19,33

Meio nutriente 25,84 27,12 28,32 33,43

Atraves das medidas dos diametros das celulas
de Eschechinia coll I2-1982 (Tabela 4), infere-se dois tipos

de resultados:

1 - Comparacao do tamanho das celulas de Es-
cherichia cold IZ2-1982 desenvolvidas nos trés substratos,
entre as testemunhas, entre as doses 0,1 Mrad, 0,8 Mrad e
respectivas DMI. Atraves da analise estatIstica  (Apendice

1), cons.atou-se que:

Houve significativa diferenca no tamanho das
celulas desenvolvidas no meio nutriente quando comparadas
com as desenvolvidas tanto no leite bovino quanto no extra-
to liquido de soja. Porem, entre o leite bovino e extrato

liquido de soja, n3o foram observadas tais diferengas.
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2 - Comparacao do tamanho das células de Es
chernichia coli I2-1982 submetidas a diversas doses e teste-
munha de cada substrato (Apendice 2). Neste caso observou

-se que:

Em leite bovino, nao houve diferenga signifi
cativa no tamanho das células quando se comparou a testemu-

nha e as diversas doses de radiacgao.

Em extrato liquido de soja, ndo houve dife—
renca significativa no tamanho das células quando se compa-

rou a testemunha e as diversas doses de radiacgao.

Em meio nutriente houve diferenca significa-
tiva quando se comparou:

- Testemunha com 0,8 Mrad

- Testemunha com 0,5 Mrad (DMI)

0,5 Mrad com 0,8 Mrad

No mesmo meio, nao houve diferenca signifi-
cativa quando se comparou:

- Testemunha com 0,1 Mrad

- 0,1 Mrad com 0,5 Mrad (DMI)
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5. DISCUSSAO

0 valor da Dose Minima Inativante (DMI) de
radiagao gama encontrado para Escherdichia coldi IZ2-1982, de
senvolvida em leite bovino foi 0,6 Mrad. Para a mesma bac
téria crescida tanto em extrato liquido de soja como em
meio nutriente, a Dose Minima Inativante de radiacdo gama

foi 0,5 Mrad.

Considerando que, em meio liquido, a Dose
Minima Inativante para Salmenella typhimurcum encontrada
por ARAUJO (1978) foi 0,55 Mrad e que TUMANIAM (1958) s
DRYER et alii (1965), PREVITE (1968) em seus trabalhos
encontraram doses semelhantes a encontrada nesta pesqui
sa pode-se considerar este resultado como significati—

VO.
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A literatura consultada apresenta varios tra
balhos mostrando que um microrganismo pode ter diferentes
sensibilidades a radiacdo gama, dependendo do substrato a
que estiver submetido. Sabe-se por exemplo, que microrga-
nismos sao mais resistentes em meio nutriente do que em buf
fer ou agua destilada,quando irradiados (RAYMAN e BYRNE ,
1957). Entretanto, atraves dos resultados obtidos na de-
terminacdo da Dose MInima Inativante (DMI) de radiacdo ga-
ma, para Egcherlchia coldl observou - se que gquan
do esta bacteria e desenvolvida em leite bovino, extrato
1iquido de soja e meio nutriente, apresenta praticamente a

mesma sensibilidade a radiacao.

Quanto a metodologia utilizada, a opgdo pelo
uso de tubos de ensaio ao inves de placas de Petri, dimi-
nuiu os casos de contaminacao casual e reduziu significati-
vamente o tempo entre cada repeticdo, tornando viavel e ré

pida a pesquisa com os trés tratamentos.

No estudo das eletrofotomicrografias de Es-
chendichda coxd I1Z-1982 inoculadas em leite bovino e irra—
diadas com 0,1 Mrad (Figura 1 B), pode-se notar alteracoes
morfoldogicas que provavelmente indicam uma seqUéncié de
eventos, provocando ao final, total desagregacdo da celula
bacteriana. Essa seqliéncia, em menor grau, foi observada
nas celulas irradiadas com 0,6 Mrad. Ja com a dose 0,8

Mrad, houve uma diminuicdo no nimero de células encontra—
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das, podendo isto ser decorrente do alto grau de desinte—

gracdo das celulas pela radiacdo.

0 exame das eletrofotomicrografias de Esche-~
nichia coli 1Z-1982 desenvolvidas em extrato liquido de so
ja, mostrou que neste tratamento, as células submetidas
as diversas doses de radiacao, bem como as ndao irradiadas,
sofreram alteragoes bastante interessantes. Pelos resulta
dos obtidos, pode-se observar a perda total da forma celu-
lar nas bactérias irradiadas com 0,1 Mrad (Figura 2 B).Alem
disto, ha o aparecimento de uma formagdo vacuolar pratica

mente em todas as celulas irradiadas nas diversas doses.

Nota-se que até mesmo as bactérias ndo irra-

diadas apresentam forma irregular(Figura 2 A).

Desta maneira, & provavel que o extrato 1i-
quido de soja contenha alguma substdancia responsavel pela

alteracdo na forma da celula bacteriana.

Pelos resultados obtidos com Escherdichia co-
£4 T72-1982 desenvolvida em meio nutriente (Figura 3 ), po-
de-se dizer que neste meio, a bacteria apresenta-se mais
desenvolvida em varios aspectos como: tamanho celular, con-

tetGdo citoplasmatico e nimero de células.

Apesar dos trabalhos relacionados com danos

na estrutura e morfologia das células serem escassos, pode-
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-se tentar fazer algumas interrelacoes destes com o que

foi observado neste trabalho.

RUGH (1968), constatou que células de mamife
ros quando expostas a radiacdo, apresentam algumas mudan-
cas estruturais imediatas. Algumas delas como ruptura de
membrana, vacuolizagdo do citoplasma, sao observadas atra
veés dos resultados obtidos neste presente trabalho. Contudo,

estes efeitos nao aconteceram com todas as celulas bacterianas nos trées

tratamentos.Apesar de nao ter sido possivel encontrar na literatura espe

cifica trabalhos mostrando estes efeitos em microrganismos |,
pode-se considerar que estes danos acontegam com quaisquer

células de maneira geral.

0 aumento do volume das céelulas submetidas
d radiacdo gama foi tambem observado no presente estudo. En
tretanto, atraves da analise estatistica, concluiu-se que
apenas as celulas desenvolvidas em meio nutriente apresen—
tam um aumento significativo no seu tamanho conforme se au-
menta a dose de radiacao gama. Todavia , até mesmo as
celulas ndo irradiadas desenvolvidas neste meio s3o maiores

que as celulas crescidas nos dois substratos.

A célula bacteriana desenvolvida em meio con
tendo glucose, apresenta maior quantidade de DNA, RNA e

proteina. Ha tambem mais granulos internos no interior do
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citoplasma & um aumento no volume celular (ADLER ¢ EN-

GELS, 1961).

Observando as células de Escheadichia coldi IZ
-1982 desenvolvidas em meio nutriente (Figura 3 ) nota -
-se que estas caracteristicas parecem ter ocorrido: houve
um aumento no volume celular e um aumento nos granulos in-
ternos. Constatou-se tambem reste meio, um maior numero
de células quando comparadas com os outros tratamentos. Es-
tes fatos, podem estar relacionados com o sistema protetor
sintetizado em meio com glucose (ADLER e ENGEL, 1961), tor-
nando o meio resistente a radiagao e com isto continuando

a sintetizar moleculas essenciais.
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6. CONCLUSOES

Atraves dos resultados— obtidos nesta pes-

quisa, podemos chegar as seguintes conclusdes:

- 0 valor da Dose Minima Inativante — DMI — de radiacio ga-
ma encontrado para Escherdchia cofd I12-1982 desenvolvi
da em leite bovino foi 0,6 Mrad. Em extrato liquido de so

ja e meio nutriente (DIFCO) o valor foi 0,5 Mrad.

- A sensibilidade da Eschenichia cofi 12-1982 a radiacdo
gama com relacdo aos danos morfoldgicos e estruturais foi

influenciada pelo meio de crescimento.
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=M radiagcio provocou-aumento—no—tamaenhe das-celulas de Es-
chendichia cold I12-1982 desenvolvidas em meio nutriente .
Entretanto em extrato liquido de soja e em leite bovino es

te aumento nao foi observado.

- Os resultados encontrados na DMI para Escherichia coll IZ-
1982, parecem evidenciar que a dose de radiacao gama pa-
ra destruicao desse microrganismo, visando a conservacao
de alimentos, ndo foi afetada pela composicao quimica dos
substratos, considerando que, em termos praticos, a DMI

€ quase a mesma.
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APENDICE 1

Titulo - TESTEMUNHA

Causas da

variacio G.L. S.Q. Q.M. F Nivel %
Tratamentos 2 309.858364 154.929182 13.36** .001
Residuo 55 637.750290 11.595459
TOTAL 57 947.608654
Coef. Variacao = 14.6488919 %
QUADRO DE COMPARACAO DE MEDIAS
Medias 1 2
3 ** NS
2 * *
MEDIAS ORDENADAS
Tratamento com meio nutriente 25 25.84000 (1)
Tratamento com leite bovino 25 21.64960 (2)
Tratamento com extrato liquido
de soja 8 20.12500 (3)

NIVEIS DE SIGNIFICANCIA

3 .01 27.51



Ap.1l

TITULO - dose 0.1
Causas da - o
variacdo G.L. S. Q. Q. M. F Nivel %
Tratamentos 2 687.138962 343.569481 27.17** .000
Residuo 73 910.410034 12.644583
TOTAL 74 1597.549000
Coef. Variacao = 15.828487 %
QUADRO DE COMPARAGAO DE MEDIAS
Medias 1 2
3 ** NS
2 * %
MEDIAS ORDENADAS
Tratamento com meio nutriente 25 26.72000 (1)
Tratamento com leite bovino 25 20.74560 (2)
Tratamento com extrato liquido de soja 25 19.93040 (3)

NIVEIS DE SIGNIFICANCIA

1 2
3 .00 42.03
.00

(W)

2



Titulo - DMI

Ap.1 - 3

Causas da

- 3.L. S.Q. . M. T i 2
Variacdo G.L 5.0 Q. M. F Nivel %
Tratamentos 2 952.937679  476.468840 46.65%* .000
Residuo 72 735.229813 10.211525
TOTAL 74 1688.167490

N

Coef. Variacao = 13.7270512 %

QUADRO DE COMPARAGCAO DE MEDIAS

Médias 1 2
3 *x NS
2 * %

MEDIAS ORDENADAS
Tratamento com meio nutriente
Tratamento com leite bovino

Tratamento com extrato liquido de soja

NIVEIS DE SIGNIFICANCIA

3 .00 93.18

25
25
25

28.32000 (1)
20.79760 (2)
20.72000 (3)



Ap. 1- 4

Titulo - dose 0.8

Causas da

Variacio G.L. S. Q. Q. M. F Nivel
Tratamentos 2 2269,499240 1134.749620 61.47** .000
Residuo 43 793.666245 18.457354

TOTAL 45 3063.165490

Coef. Variacao 15.9135262 %

QUADRO DE COMPARAGAO DE MEDIAS

Medias 1 2
3 ** NS
2 * *

MEDIAS ORDENADAS

Tratamento com meio nutriente 25 33.43480 (1)
Tratamento com leite bovino 6 19.33333(2)
Tratamento com extrato liquido de soja 15 19.33333(3)

NIVEIS DE SIGNIFICANCIA

1 2
3 .00 100.00



APENDICE 2
TITULO - MEIO NUTRIENTE

Causas da

Variacao G.L. S.Q. Q. M. F Nivel %
Tratamentos 3 830.922791 276.974264 16.58** .000
Residuo 96 1603.639560 16.704578

TOTAL 99 2434.,562350

Coef. de Variacao = 14.2514254 %

QUADRO DE COMPARACAO DE MEDIAS

Medias 1 2 3
4 * % * * * %
3 * NS
2 NS

MEDIAS ORDENADAS

Tratamento (0,8 Mrad) 25 33.43480 (4)
Tratamento (DMI) 25 28.32000 (3)
Tratamento (0,1 Mrad) 25 27.12000 (2)

Tratamento (Testemunha) 25 25.84000 (1)

NIVEIS DE SIGNIFICANCIA

1 2 3
4 .00 .00 .00
3 3.44 30.18
2 27.09



Ap.2 - 2
Titulo - LEITE ANIMAL

Causas da G.L. 5.Q.

Variacdo Q.M. F Nivel %

Tratamentos 3 29.527080 9.842360 1.13 ns 34,151
Residuo 77 669.538849 8.695309

TOTAL 80 699.065930

Coef. Variacdo = 14.0847063 %

QUADRO DE COMPARACAO DE MEDIAS

Médias 1 2 3
4 NS NS NS
3 NS NS
2 NS

MEDIAS ORDENADAS
Tratamento (Testemunha) 25 21.64960 (1)

Tratamento (DMI) 25 20.79760 (3)
Tratamento (0,1 Mrad) 25 20.74560 (2)
Tratamento (0,8 Mrad) 6 19.33333 (4)

NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
1 2 3
8.80 29.54 27.81
31.02 95.04
2 28.18



Titulo - EXTRATO DE SOJA

Ap.Z?S

Causas da ¢ g q, Q.M. F Nivel $
Variacao

Tratamentos 3 15.150756 6.383585 .49ns 68.527
Residuo 69 885.478012 12.833014

TOTAL 72 904.628769

Coef. Variacao = 17.8229721 %

QUADRO DE COMPARACAO DE MEDIAS

Medias 1 2 3
4 NS NS NS
3 NS NS
2 NS

MEDIAS ORDENADAS

Tratamento (DMI) 25
Tratamento (Testemunha) 8
Tratamento (0,1 Mrad) 25
Tratamento (0,8 Mrad) 15

20.72000 (3)
20.12500 (1)
19.93040 (2)
19.33333 (4)

NIVEIS DE SIGNIFICANCIA

1 2 3
61.53 61.14 24.00
3 68.38 43.84
89.40



