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Resumo — A répida e segura identificagdo e classificacio de
microrganismos (bactérias, fungos, etc) ndo é uma tarefa
simples. O uso de métodos Opticos, a exemplo da técnica de
fluorescéncia, tem como vantagem ser de custo financeiro bem
acessivel quando comparado com outras técnicas — como PCR
(Polimerase Chain Reaction) -, obtengdo dos resultados em
poucos segundos, nenhuma ou pequena prepara¢do da amostra,
e ndo ha geragdo de residuos quimicos. Neste projeto aplicamos
o fendbmeno da fluorescéncia na constru¢do de um dispositivo
que permita avaliar a presenca de microrganismos de interesse
em diversas areas, entre elas a de defesa quimica, bioldgica,
radioldgica e nuclear (DQBRN). Especificamente buscou-se a
deteccio de patégenos que podem ser usados como bioarmas.
Foram detectados com sucesso diversos microrganismos de
letalidade baixa (classe C/CDC) e média (classe B/CDC). Ainda,
no procedimento do uso deste dispositivo é incluida a agdo de
um peptideo antimicrobiano (PAM) com o intuito de usa-lo
como bioreceptor.

Palavras-Chave — Biossensor, DQBRN, biodefesa.
I. INTRODUCAO

Os microrganismos estdo presentes amplamente na
natureza e no meio ambiente inclusive no trato intestinal de
animais e dos seres humanos. Muitos desses organismos
possuem fungBes essenciais tanto natureza quanto aos seres
humanos, dentre as quais podemos citar a biodegradacdo de
compostos toxicos, a fermentacdo que da origem a inimeros
produtos e os probioticos que conferem beneficios & saude do
hospedeiro. Estima-se que, em média, uma pessoa possua 150
tipos de bactérias no corpo, tanto exdgenas quanto
enddgenas, sendo Candida albicans o patégeno com maior
sucesso no corpo humano [1].

Embora muitas espécies de microrganismos sejam
benéficas e desempenhem papéis essenciais a vida e a salde
humana, muitas outras sdo responsaveis por indmeras
doencas e causam a morte de milhares de pessoas.
Anualmente, estima-se que mais de dois milhdes de pessoas
desenvolvam infecgdes graves e 23 mil venham a 6bito, s6
nos Estados Unidos. As chamadas bactérias super-resistentes
(bactérias multi-droga resistentes — MDR) sdo as grandes
responsaveis por esse grande nimero de mortes, causadas por
infeccbes, cada vez mais crescente. A resisténcia aos
antibidticos ocorre quando as bactérias mudam a resposta ou
criam mecanismos que bloqueiam a acdo dos antibidticos
usados para tratar as infeccBes. As infeccbes causadas por
esse tipo de bactéria sdo muito mais dificeis de serem
tratadas, 0 que aumenta o0s custos médicos e a taxa de
mortalidade [2].

Os métodos convencionais de detec¢do dos microrganismos
baseiam-se na identificacdo biolégica e bioquimica
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especificas. Embora esses métodos sejam sensiveis, baratos e
fornecam informacBes quantitativas e qualitativas com
relacdo a natureza do microrganismo, eles sdo altamente
restritos no quesito tempo de ensaio, pois demandam um
periodo relativamente grande para processamento e analise,
bem como precisam de um preparo inicial usualmente longo
quando necessaria a deteccdo de patdgenos em baixas
concentragdes. Alguns métodos padrdes levam até sete dias
para obtencdo de resultados e se baseiam na habilidade das
bactérias de formarem col6nias visiveis [3]. Outros métodos
de deteccdo se baseiam em técnicas moleculares, as quais
envolvem o uso da PCR, diminuindo o tempo necessario para
identificacdo de dias para algumas horas. A anélise por PCR
¢ altamente especifica e consegue identificar inclusive
microrganismos que ndo sdo identificados por meio de
cultura convencional. As técnicas moleculares estdo sendo
utilizadas com maior frequéncia nos Gltimos tempos,
possibilitando diagnoésticos mais precisos e em um curto
prazo de tempo. Embora a analise por PCR seja especifica,
com custos reduzidos e seja possivel a obtencéo de resultados
em até 24h, alguns fatores devem ser considerados na
utilizacdo dessa técnica para deteccdo de patégenos, como,
por exemplo, o alto custo tecnoldgico, a necessidade de
aprovacdo e regulamentos e a padronizacdo das instrugdes.
Diante disso, seria de grande importancia a possibilidade de
utilizacdo de técnicas de detec¢do que sejam tdo eficientes e
especificas quanto a PCR, mas com detec¢do praticamente
em tempo real, o que permitiria uma reducdo ainda maior dos
custos dos processos envolvidos [3]. O emprego de
biossensores Opticos utilizando peptideos como elemento de
reconhecimento para detec¢do de bactérias tem sido motivo
de atengdo em estudo recentes. Porém, algumas limitacBes
tém sido encontradas, como por exemplo, a detec¢gdo somente
de fragmentos celulares de bactérias e a ndo abrangéncia na
detec¢do, onde somente uma espécie de bactéria pode ser
detectada [3,4]. Atualmente, vérios estudos tém sido
realizados na busca por novas ferramentas de deteccdo que
permitam a obten¢8o dos resultados em um tempo ainda mais
curto mantendo a mesma qualidade dos dados obtidos nos
métodos tradicionais [5]. Além da necessidade e de
monitoramento dos processos industriais, a fim de se evitar
contaminacdes na linha de producdo, e das perdas causadas
por contaminacdo de microrganismos nas lavouras, outro
fator importante para o desenvolvimento de sensores de
rpida deteccdo tem sido o crescimento no ndmero de
bactérias super-resistentes, que tem atingido niveis criticos no
mundo todo devido ao surgimento de novos mecanismos de
resisténcia e o rapido espalhamento dessas bactérias, o que
tem dificultado o tratamento dessas infeccBes. Quando
infecgBes ndo podem ser tratadas com antibidticos comuns,
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existe a necessidade do uso de medicamentos mais
sofisticados e mais caros, causando um fardo econémico para
a sociedade [2]. Recentemente, no Brasil, foi encontrada pela
primeira vez em cepas de E. coli, um gene que causa
resisténcia a uma classe de antibidticos utilizados no
tratamento de infeccBes por bactérias superresistentes. Essa
aparicdo pode contribuir para o surgimento de bactérias
totalmente resistentes aos antibidticos. Esse aumento no
nimero de bactérias super-resistentes tem provocado um
custo anual entre 100-300 milhdes de délares nos Estados
Unidos [2,3,4].

Por outro lado, o nimero de novos antibidticos descobertos
tem diminuido a cada ano. A Fig. 1 apresenta o contraste
entre o crescente nimero de bactérias super-resistentes e o
decrescente nimero de novos antibiticos nos Ultimos anos.

A. Increase in drug resistance among pathogens B. Decreased number of new drugs in the market
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Source: Clinical Microbiol infect 2004; 10 (Suppl. 4). 1-9

Fig. 1. Aumento no nimero de bactérias super-resistentes (grafico a
esquerda) versus redugdo no desenvolvimento de novas drogas (grafico a
direita). (A) Crescimento da resisténcia a antibioticos de cepas de E. coli,

Enterobacter e Klebsiella [6]. (B) NUmero de novos antibiéticos aprovados
pela FDA entre 1983 e 2007 [7].

Il. CONCEITOS FUNDAMENTAIS
A. Peptideos Antimicrobianos (PAMs)

Os peptideos sdo compostos bioldgicos formados pela
ligacdo entre dois ou mais aminoacidos através de ligacGes
peptidicas. Esses compostos sdo produzidos por todos os
tipos de organismos vivos e podem apresentar acdo
antimicrobiana contra uma vasta quantidade de
microrganismos como bactérias, fungos e virus. Além disso,
podem ser utilizados, inclusive, no tratamento de cancer. A
resisténcia bacteriana aos antibidticos convencionais tem
aumentado a uma taxa muito maior que o desenvolvimento
de novos antibiéticos. Com isso, cresce, cada vez mais, 0
interesse por peptideos antimicrobianos. Os peptideos sdo
moléculas relativamente pequenas (de 6 a 100 aminoacidos) e
possuem variados pesos, sequencias e estruturas. Eles
possuem caracteristicas Unicas, diferentes dos antibiéticos
tradicionais, dentre as quais podemos citar: (a) 0 mecanismo
de resisténcia dos microrganismos aos peptideos ndo é téo
bem desenvolvido, se comparado com o mecanismo de
resisténcia aos antibidticos tradicionais; (b) muitos
antibioticos agem lentamente, enquanto os peptideos podem
matar 0s patégenos muito rapidamente; (c) possuem um
amplo espectro de atividade contra uma grande variedade de
microrganismos, dentre eles, os fungos e bactérias.

Os peptideos antimicrobianos curtos (com menos de 18
residuos de aminodcidos) possuem vantagens para O
desenvolvimento de agentes terapéuticos por possuirem baixa
antigenicidade e baixo custo de sintese [4].
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Sua atividade bactericida se da por diversos mecanismos.
Basicamente, os peptideos se ligam a membrana celular,
levando a ruptura da mesma e a consequente morte celular.
Esse mecanismo depende de diversos fatores tais como
sequéncia de aminoacidos, composicdo da membrana e
concentracdo de peptideos. Estudos indicam que mudancas
na camada externa da membrana celular de fungos pode
influenciar a habilidade dos peptideos antimicrobianos de
interagir com a parede celular [8].

Os peptideos também podem causar um aumento na
permeabilidade da parede celular. Isso, por si S0, ndo causa a
morte celular. Por esse motivo, estudos que tem investigado a
relagdo entre a permeabilidade da membrana bacteriana e a
morte celular tem demonstrado que tal morte pode ocorrer
sem a ruptura da parede celular, o que sugere que oS
peptideos antimicrobianos (PAMs) podem interagir com
alvos intramoleculares [5]. Os PAMs possuem uma ampla
atividade  antimicrobiana,  antifingica, antiviral e
imunomodulatéria [5]. Eles podem ser agrupados de acordo
com suas caracteristicas estruturais da seguinte forma: os que
possuem alta concentracdo de determinado aminoéacido; os
que possuem ponte dissulfeto intramoleculares; e o0s que
possuem uma estrutura de a-hélice com uma regido anfifilica.

Em um estudo desenvolvido por Referéncia [9], foi isolado
0 primeiro peptideo de fungo com poder bactericida contra
uma variedade de bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas. Esse peptideo, chamado AcAMP, possui
estabilidade a temperatura e pH, além de apresentar um
grande espectro de agdo contra bactérias e fungos. Dessa
forma, eles séo excelentes candidatos para aplicacdo como
conservante alimentar e no controle bioldgico de doencas de
plantas. Alguns lipopeptideos apresentam caracteristicas que
conferem a esses compostos propriedades surfactantes.
Estudos demonstram a potencial aplicacdo de lipopeptideos
na recuperacdo de A&guas contaminadas por compostos
organicos derivados do benzeno, oriundos de vazamentos de
tanques de estocagem em postos de combustiveis. Esses
vazamentos causam a contaminacdo de aguas subterraneas
causando um importante impacto na saide humana [10].

Lipopeptideos produzidos por Bacillus subtilis possuem
alta atividade antifingica e podem ser usados para o controle
de fungos e bactérias patogénicas [5,10].

Um estudo procurou investigar 0 mecanismo de agdo do
lipopeptideo Paenibacterin contra E. coli e S. aureus.
Paenibacterin é um lipopeptideo bacteriano catidnico que
possui atividade bactericida contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, incluindo bactérias super-resistentes. Os
peptideos antimicrobianos catibnicos sdo carregados
positivamente e possuem propriedades anfifilicas, ou seja,
possuem uma regido hidrofilica e uma regido hidrofébica.
Esse lipopeptideo interage com as membranas lipidicas por
interacBes hidrofobicas e pode interferir em diversas fungdes
celulares, através dos danos que causa na membrana celular,
uma vez que a membrana integra é essencial para a vida
bacteriana. Outros peptideos catibnicos naturais, ou mesmo
peptideos catidnicos sintéticos, sdo fortes candidatos para
tratamento de uma série de infec¢fes causadas por patdgenos.

As bactérias e fungos produzem peptideos néo
ribossdmicos (PNRs) que possuem uma gama extremamente
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ampla de atividades bioldgicas, sintetizados por enzimas
chamadas sintetases. Apesar de ambos 0s mecanismos de
producdo de peptideos (ribossdomicos e ndo-ribossémicos)
apresentarem suas vantagens, 0s ndo-ribossdmicos
apresentam uma maior diversidade estrutural. Os peptideos
ndo-ribossdbmicos representam uma classe de compostos
naturais que apresentam um grande potencial biotecnolédgico
devido a sua biossintese e aplicacdes [8].

Estudo realizado por Serrano em 2014 [11] conseguiu
isolar, pela primeira vez, um lipopeptideo, chamado
Polycerradin, produzido por P. polymyxa RNC-D. No mesmo
estudo foi avaliada a atividade antimicrobiana do
lipopeptideo Polycerradin contra um grande nimero de
microrganismos, dentre eles E. coli, Candida albicans € S.
aureus, confirmando o potencial bactericida desse composto
contra uma enorme gama de microrganismos, abrangendo
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Estes
resultados indicam o potencial desta molécula para aplicacfes
biotecnoldgicas, tais como construcdes de sensores e
biossensores para detec¢do de microrganismos e dispositivos
para combate as infec¢gBes causadas inclusive por armas
bioldgicas.

B. Espectroscopia de Fotoluminescéncia

A luminescéncia é o fendmeno de emissdo de fotons
(energia eletromagnética) na regido ultravioleta, visivel ou
infravermelho, do espectro eletromagnético, a partir de
espécies eletronicamente excitadas. Em 1888, o fisico e
historiador cientifico Eilhardt Wiedemann, utilizou pela
primeira vez a palavra luminescenz para descrever todos 0s
fendmenos envolvendo a luz e que ndo estdo relacionados
com o aumento da temperatura. A luminescéncia é um
processo que gera luz fria, ou seja, ndo ocorre 0 aumento de
temperatura, enquanto no processo de incandescéncia ocorre
0 aumento da temperatura, e a luz gerada é denominada luz
quente. A fluorescéncia e a fosforescéncia sdo casos
particulares do fendmeno de luminescéncia. 1sso ocorre
guando um foton é absorvido por determinado material,
fazendo com que as moléculas fiqguem em um estado
eletronicamente excitado. A possivel posterior emissdo de
fotons e consequente desexcitagdo € chamada de
fotoluminescéncia e é apenas um dos efeitos possiveis para a
interacdo entre a luz e a matéria.

Os compostos luminescentes podem ser classificados da
seguinte maneira: (a) compostos orgénicos: hidrocarbonetos
aroméaticos (naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno,
perilo,etc.), fluoresceina, rodamina, cumarina, oxazinas,
polienos, difenilpolienos, aminoacidos (triptofano, tirosina,
fenilalanina), etc.; (b) compostos inorganicos: ion uranila,
fons lantanideos, vidros dopados (com Nd, Mn, Ce, Sn, Cu,
AQ), cristais (ZnS, CdS, ZnSe, CdSe), etc.; (c) compostos
organometalicos.

A fotoluminescéncia consiste na emissdo de radiacdo por
uma molécula durante a passagem do estado de excitacdo
para o estado de equilibrio. Primeiramente, o elétron se
encontra em um nivel de energia, chamado £1, onde o elétron
se encontra eletronicamente estdvel. Com a emissdo de
radiacdo sobre o material, um fdéton fornece energia e o
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elétron passa do nivel E1 para o nivel E2, ultrapassando a
banda de energia proibida (gap), indo ocupar um espago na
banda de valéncia. Quando o elétron se encontra em um nivel
excitado, é possivel que ele retorne ao nivel de equilibrio
espontaneamente, perdendo energia e liberando um féton.
Esse processo é denominado de emissdo espontanea. Nesse
caso, o féton emitido possui fase e direcdo aleatdrias e ndo
tem nenhuma relagdo com o que ocorreu antes da excitacgéo.

Outra possibilidade é a de fornecer mais um féton para o
material com a mesma energia que separa os niveis Ele E2.
Nesse caso, o foton faz com que o elétron que se encontra
excitado passe do nivel £2 para o nivel E7 emitindo mais um
féton com a mesma fase e direcdo do féton incidente. Assim,
as intensidades dos fétons sdo somadas causando uma
amplificacdo da luz emitida. Esse é o principio utilizado na
fabricacédo de lasers.

C. Espectroscopia de Fotoluminescéncia —Fendmeno Fisico

Antes de a molécula ser excitada, os elétrons que estdo no
estado fundamental ocupam alguns dos orbitais moleculares,
como por exemplo, os orbitais ¢, © ou 1, sendo o ultimo
orbital ocupado, chamado de HOMO (orbital molecular
ocupado de maior energia). Quando ocorre a excitacdo da
molécula e conseqliente absor¢do de energia, os elétrons séo
transferidos para um dos orbitais o*, ©*, onde, o primeiro a
ser preenchido forma o LUMO (orbital desocupado de menor
energia) [12].

S3
S; Conversio
Interna
-
9 o
8 S, Cruzamento
fiT] Intersistema
Absorgdo
Fluorescéncia T1
v Fosforescéncia
Sc !
TO

Fig. 2. Diagrama de Jablonski.

Atomos ou moléculas podem emitir luz quando os elétrons
que se encontram no estado excitado decaem radiativamente
ao estado fundamental. No diagrama de Jablonski (Fig. 2)
podem-se visualizar o0s possiveis processos envolvidos:
absorcdo de fdtons, conversdo interna, fluorescéncia,
cruzamento inter-sistema, fosforescéncia e fluorescéncia
atrasada. E importante notar que a absor¢do é um processo
bastante rapido (10-15 s) em relacdo aos outros processos,
pois ndo ha deslocamento do ndcleo de acordo com o
principio de Franck-Condon. A maioria das moléculas se
encontra no nivel fundamental SO na temperatura ambiente.
A absor¢do de um féton nesse nivel pode levar as moléculas
para um dos niveis vibracionais de S1, S2. Apds a absorcao,
existem diversos processos de decaimento radioativo e nédo
radioativo possiveis [13]:

» Conversdo Interna: trata-se de um processo de
decaimento ndo-radiativo entre dois estados eletrbnicos de
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mesma multiplicidade de spin. Em sélidos, este processo €
seguido por uma relaxacdo vibracional para um nivel
vibracional de menor energia do que no estado eletrénico
final.

» Fluorescéncia: trata-se da emissdo de fétons originada
pelo decaimento de S1 — SO. A emissdo de fluorescéncia
ocorre a partir de S1 e ndo depende do comprimento da onda
de excitacdo (considerando que somente existe uma espécie
no estado fundamental). A energia entre SO e S1 é geralmente
a mesma para a absorcdo e para a fluorescéncia. No entanto,
0 espectro de fluorescéncia localiza-se em comprimentos de
onda maiores (com energia mais baixa) em relacdo ao
espectro de absorcéo, devido a perda de energia no estado
excitado (relaxacdo vibracional). De acordo com a regra de
Stokes, 0 comprimento da onda de emissdo de fluorescéncia
deve ser sempre maior que o da absorcdo. Entretanto, na
maioria dos casos, 0 espectro de absorcdo se sobrepde
parcialmente ao espectro de fluorescéncia, ou seja, uma
fracdo de luz é emitida em comprimento de onda menor que a
luz absorvida parecendo estar em contradicio com o
principio da conservacdo da energia. 1sso pode ser explicado
pelo fato de que em temperatura ambiente, uma pequena
fracdo de moléculas esta num nivel vibracional maior que o
nivel tanto no estado fundamental como no estado excitado.
Essa violacdo da lei de Stokes desaparece a baixas
temperaturas.

»  Cruzamento Inter-sistema CIS: é uma transicao proibida,
ndo-radiativa entre dois niveis vibracionais de mesma
energia, que pertencem a estados eletrbnicos de
multiplicidades diferentes (S1 — T1). Por exemplo, uma
molécula excitada no nivel vibracional 0 do estado S1 pode
mover-se para o nivel vibracional isoenergético do estado
tripleto T; entdo a relaxagdo vibracional leva-a para o nivel
vibracional mais baixo de T1. Nesse caso, a molécula pode se
desativar a partir do estado tripleto (T1) por meio de processo
ndo radioativo ou por meio de fosforescéncia.

» Fosforescéncia: corresponde ao decaimento de um
estado excitado tripleto (T1) para um estado de menor
energia (S0), a qual é proibida por regra de spin, mas pode
ser observada devido ao acoplamento spin-orbita. Durante
esse processo, que é mais curto em relagdo a fluorescéncia,
ocorrem numerosas colisdes entre moléculas que favorecem o
cruzamento inter-sistema e a relaxagdo vibracional em S0. A
Fig. 3 representa a diferenca dos estados excitados da
fluorescéncia e fosforescéncia.

Cada tipo de interacdo entre a radiacdo eletromagnética e a
matéria, possui caracteristicas Unicas e cada espectro de
emissdo fornece informacgBes distintas sobre a mesma
molécula.

Fluorescéncia Fosforescéncia

| —
H 1 1

Estado
Fundamental

Estado Excitado
Tripleto

Estado Excitado Singleto

Fig. 3. Diferenca dos estados excitados nos fenémenos de fluorescéncia e
fosforescéncia.
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D. Fotoluminescéncia em Microrganismos

Uma das principais caracteristicas das técnicas de
espectroscopia em relacdo as outras técnicas de
caracterizacdo de materiais é 0 seu caradter ndo destrutivo.
Isso permite que organismos sejam estudados sem que ocorra
a morte celular. Além disso, a fotoluminescéncia pode
fornecer informacgfes e caracteristicas do microambiente ao
redor da molécula excitada devido a interagdo dessa molécula
com o seu entorno imediato. Devido certas caracteristicas tais
como alta sensibilidade, especificidade da emissdo de
radiacdo caracteristica do microentorno/microambiente e
capacidade de fornecer informacdo em tempo real, a
fotoluminescéncia se apresenta como uma técnica promissora
para utilizacdo em sistemas biol6gicos, como, por exemplo,
na deteccdo de microrganismos [13,14].

Vérias técnicas de deteccdo de bactérias patogénicas
envolvendo luz tem sido motivo de estudos ha muito tempo.
Essas técnicas envolvem:; guia de onda dielétrica monomodo,
ressonancia plasmonica de superficie, elipsometria, o espelho
ressonante e interferdmetro.

[11. CONSTRUCAO DO PROTOTIPO DE BIOSSENSOR

Podemos descrever o biossensor construido [14,15] (Fig. 4)
como um dispositivo onde 0 microrganismo é estimulado
através de luz de um determinado comprimento de onda
(neste caso, luz azul, de A~400nm) usando como fonte a luz
de um laser ou de um LED. Em seguida, 0 microrganismo
emite luz através do processo de fotoluminescéncia num
outro comprimento de onda (neste caso, luz vermelha, de
A~750nm), e, posteriormente, essa luz ¢ filtrada opticamente
e detectada num dispositivo LDR.

Detector LDR

___Filtro 6ptico

Amostra

Lamina de vidro

_ﬂ‘ LED (fonte de excitagdo)
Fig. 4. Descrigao esquematica do protétipo do biossensor construido na etapa
académica mostrando seus componentes principais. O sensor é composto
basicamente por uma fonte de excitagdo (LED), um filtro dptico e um
resistor dependente de luz (LDR), utilizado como detector. Como fonte de
excitacdo, além do LED azul monocromético exibido nesta figura também
foram testados mais dois tipos de dispositivos facilmente encontrados no
mercado: Médulo LED RoHS 5050-3LED e laser azul [9,12].

O biossensor é composto basicamente por materiais de facil
aquisicdo no mercado, quais sejam: uma fonte de excitacdo
(LED), um filtro Optico e um resistor dependente de luz
(LDR), utilizado como detector. Além desses componentes,
existe ainda um conjunto de componentes eletrdnicos
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formando o circuito que permite o correto funcionamento do
biossensor. A Fig. 5 mostra esquematicamente o circuito
eletrénico utilizado.

"4

"

Fig. 5. Esquema do circuito eletrdnico de controle do biossensor

A luz de excitagdo (LED azul) incide sobre a amostra
contendo os microrganismos. Essa luz excita a amostra que
emite luz na regido do vermelho (A=700-750 nm). O filtro
permite somente a passagem de luz na regido do vermelho,
filtrando todos os outros comprimentos de onda. Assim, o
detector LDR, localizado ap6s o filtro, consegue detectar a
luz vermelha que passou pelo filtro.

Na montagem do biossensor foi utilizado o filtro passa
faixa (passa-banda) BP660 MidOptic. Esse filtro permite a
passagem de luz entre A=680-720 nm (faixa do vermelho),
conforme demonstrado no datasheet disponibilizado no site
do vendedor (Fig. 6).
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3 4
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e " o "o ny
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Fig. 6. Perfil de transmissdo do filtro passa-faixa utilizado na montagem do
dispositivo. A transmissdo de luz pelo filtro ocorre somente entre 720 nm
[15].

O detector (LDR) utilizado é similar ao das utilizadas para
acendimento de luz ambiente na luz natural.

IV. RESULTADOS OBTIDOS

Os microrganismos analisados foram bactérias Gram-
positivas  Staphylococcus — aureus ATCC 29213 e
Enterococcus faecalis ATCC 29212, bactérias Gram-
negativas Escherichia coli ATCC 29212 e ATCC 1578, e 0s
fungos Candida albicans ATCC 10231 Colletotrichium
gloeosporioides ABO1 Fusarium subglutinans ABX01. As
cepas encontravam-se criopreservadas, e para reativagio
utilizou-se um volume de 10 pul de cultivo de cada
microrganismo que foi plagueado em meios de cultivo
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seletivos 4gar sal manitol (S. aureus), agar Enterococcus (E.
Jaecalis), eosina azul de metileno (E. coli), dgar S-S (S.
sonnei) e &gar Saboraud (C. albicans). As placas foram
incubadas a 37°C/24 h e ap6s o periodo de incubacdo,
colbnias tipicas dos microrganismos foram repicadas em
placas de agar TSA (tryptcase soy agar), e incubadas
novamente sob as mesmas condi¢Bes. Colbnias isoladas
foram transferidas para tubos contendo solucdo salina 0,85%
e a densidade éptica (A =600 nm) da suspensédo celular foi
ajustada até atingir a concentracdo de 1,0 x 10° UFC/ml para
bactérias) e 1,0 x 10° UFC/ml (para os fungos) [16].

Na Fig. 7 sdo exibidos os espectros de emisséo de todos o0s
microrganismos ja estudados neste projeto. Eles servem
como resultados preliminares e sdo mostrados ja
normalizados em relagdo ao valor do primeiro pico. Pode
perceber que todos os microrganismos estudados apresentam
um pico estreito em A~550nm e um segundo pico largo que
em alguns microrganismos estd localizado em torno de
A~700nm (curvas vermelha, verde € azul) e, em outros, esta
localizado em torno de A~750nm.

0.5+
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Fig. 7. Espectros de emisséo de fotoluminescéncia dos sete microrganismos
estudados preliminarmente ja normalizados em relagéo ao valor do primeiro
pico. Todos 0s microrganismos apresentam um pico estreito em A~550nm e
um segundo pico largo que em alguns microrganismos esta localizado em
torno de verde e azul) e, em outros, esta localizado em torno de A~750nm
[11, 14, 15].

Apos a adicdo do peptideo (ELP), os espectros de emissdo
apresentam apenas um pico, como pode ser visto na Fig. 8
onde sdo apresentados os espectros de emissdo originais de
todos os microrganismos contendo ELP. A Fig. 9 apresenta
0s espectros de emissdo de todos os microrganismos + ELP,
normalizados em relacéo ao pico estreito (A~550nm), ficando
ainda mais evidente que, ap0s a adi¢do do ELP, as curvas séo
idénticas  independentemente do  microrganismo. O
aparecimento do segundo pico no espectro de emissdo de
fotoluminescéncia e a sua supressao pela aplicagdo do ELP é
a esséncia do biossensor objeto deste projeto.
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Intensidade (U.A.)

Comprimentodeonda (A

Fig. 8. Espectros de emisséo de fotoluminescéncia de todos os
microrganismos (conforme legenda) ap6s a adi¢do do peptideo evidenciando
a supressdo do pico em A~700nm e A~750nm por conta do efeito
antibacteriano do ELP [11, 14, 15].

= C albicans +ELP
C. gloeosorioides + ELP

5. gureus + ELP
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Fig. 9. Espectros de emisséo de fotoluminescéncia de todos os
microrganismos (conforme legenda) ap6s a adicéo do ELP, para dados
normalizados em relacdo ao valor maximo de emisséo em torno de
A~550nm; esse pico € comum a todos 0s microrganismos, assim como a
supressdo do pico a direita. Todas as curvas so equivalentes apds a adigao
do ELP [11, 14, 15].

V. CONCLUSOES

Atualmente, vérios estudos tém sido realizados para
desenvolvimento de sensores e biossensores Opticos para
deteccdo de microrganismos patogénicos. A busca por novas
ferramentas se deve a necessidade de métodos mais rapidos
de deteccdo de patogenos visando, assim, a tomada de
decisdo imediata quanto a terapéutica a ser aplicada. A
técnica de luminescéncia se mostrou eficiente na deteccdo
dos microrganismos estudados. Foi possivel verificar ainda
que os microrganismos emitem luminescéncia em diferentes
comprimentos de onda. Nos microrganismos estudados as
emissdes foram em A=700 nm e A=750 nm. Os fungos F.
subglutinans, C. gloeosorioides e a bactéria Gram-negativa
E. coli apresentaram luminescéncia em A=700 nm, enquanto
a bactéria Gram-negativa S. sonnei, fungo C. albicans e as
bactérias Gram-positivas E. faecalis € S. aureus apresentaram
luminescéncia em 2=750 nm. Embora ainda ndo seja possivel
a determinacdo especifica do microrganismo presente na
amostra através dessa técnica, existe a possibilidade de
determinar o conjunto de possiveis microrganismos de acordo
com a faixa de emissdo de luminescéncia. A obtencdo do
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espectro de luminescéncia de outros microrganismos
futuramente possibilitara distribui-los em grupos, de acordo com
a faixa de emissdo. Outro fator importante é a utilizagdo do
peptideo Polycerradin no sistema de detecgdo. Anteriormente
ficou comprovada a agdo antimicrobiana desse peptideo contra
uma vasta gama de microrganismos. A auséncia de
luminescéncia na amostra apds a adi¢do do peptideo é a chave
para confirmagdo da presenca de microrganismos na amostra.
Este método de detecgdo de microrganismos é um grande avango
do ponto de vista biotecnoldgico com potencial de aplicacdo na
salde, agricultura, industrial e com potencial transbordamento
para a &rea de Defesa Nacional e Seguranga Publica, com
possibilidade de emprego, especificamente, na area de
Bioseguranca.
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