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(curva preta) e apds a adicdo do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em
relagdo ao maximo valor de intensidade relativa (pico a esquerda), em torno de A=550
nm. E possivel notar a supressio total do pico a direita, em torno de A=750 nm, apos a
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Figura 53. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Fusarium pura (curva preta)
e ap6s a adicdo do ELP (curva vermelha), para dados nio normalizados. E possivel
notar a supressao total do pico a direita, em torno de A=700nm, apos a adi¢ao do ELP.91

Figura 54. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Fusarium pura (curva preta)
e apos a adi¢do do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relagao ao valor
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Figura 55. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura
(curva preta) e apos a adi¢do do ELP (curva vermelha), para dados ndo normalizados. E
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Figura 56. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura
(curva preta) e apos a adicdo do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em
relagio ao maximo de intensidade relativa (pico a esquerda). E possivel notar a
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Figura 57. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura
(curva preta), apds a adicdo do ELP em t=0 (curva vermelha) e t=15 (curva azul), para
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Figura 58. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura
(curva preta), apds a adicdo do ELP em t=0 (curva vermelha) e t=15 (curva azul), para
dados normalizados em relacdo ao valor maximo de intensidade relativa (pico a
esquerda). E possivel notar a supressdo total do pico a direita, em torno de A=750 nm,
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logo apods a adigao do ELP (t=0). O espectro permanece inalterado apos 15 minutos
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RESUMO

As infeccdes causadas por microrganismos super-resistentes representam um
grande fardo clinico e fiscal sendo um problema de ordem mundial. Além disso, os
microrganismos sdo responsaveis pela deterioracdo de alimentos que, se consumidos,
podem causar grandes danos a saude de consumidor. Por esse motivo, existe a
necessidade de constante monitoramento tanto na area da satde, quanto nos processos
industriais, com o intuito de evitar que as infec¢des ocorram. Os métodos convencionais
de deteccao dos microrganismos baseiam-se na identificagdo bioldgica e bioquimica
especificas. Embora esses métodos sejam sensiveis, baratos e fornegam informacdes
quantitativas e qualitativas com relacdo a natureza do micro-organismo, eles sao
restritos, pois demandam um tempo relativamente grande, e precisam de um tratamento
inicial da amostra para deteccao de patogenos em baixas concentragdes. A utilizagdo de
peptideos na detec¢do de microrganismos patogénicos tem sido motivo de estudos uma
vez que permite uma deteccdo precisa e rapida. Os peptideos sdo conhecidos
componentes antimicrobianos utilizados hd muito tempo no combate as infecc¢des
causadas por patogenos. Estudos anteriores demonstraram que o peptideo polycerradin
pode ser utilizado no desenvolvimento de sensores, uma vez que sua acao
antimicrobiana inibe a luminescéncia dos microrganismos, devido a morte celular. Os
sinais luminosos provenientes da acdo antimicrobiana desse peptideo contra o
microrganismo foram analisados para os microrganismos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Shigela sonnei, Furasim subglutinans,
Colletotrichium gloeosporioides ¢ Candida albicans. Os espectros obtidos através dos
dados, que foram coletados por espectroscopia de fotoluminescéncia, demonstram que
houve a supressdo da luminescéncia em torno de A=700-750 nm, quando o extrato
lipopeptidico (ELP) foi adicionado, em todos os microrganismos avaliados. Sendo
assim, foi possivel a determinacdo da agdo antimicrobiana desse peptideo contra os
microrganismos estudados, bem como a presenca desses microrganismos através de seu
espectro de emissdo. Esta técnica foi aplicada no desenvolvimento e construgao de um
sensor Optico, utilizando materiais de baixo custo, para utilizagdo no monitoramento e
identificacdo de microrganismos patogénicos em diversas areas, como por exemplo, na
area da satde e na industria alimenticia.

Palavras-chave: Polycerradim, peptideo, fotoluminescéncia de microrganismos, sensor

optico.
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ABSTRACT

Infections caused by super-resistant microorganisms represent a major clinical and
fiscal burden as a global problem. In addition, microorganisms are responsible for the
deterioration of foods that, if consumed, can cause great harm to consumer health. For
this reason, there is a need for constant monitoring both in the health area and in
industrial processes, in order to prevent infections from occurring. Conventional
methods for detecting micro-organisms are based on specific biological and biochemical
identification. Although these methods are sensitive, inexpensive, and provide
quantitative and qualitative information regarding the nature of the microorganism, they
are restricted because they require relatively long time and require initial sample
treatment for pathogens at low concentrations. The use of peptides in the detection of
pathogenic microorganisms has been the subject of studies since it allows a precise and
rapid detection. Peptides are known antimicrobial components used for a long time in
the fight against infections caused by pathogens. Previous studies have demonstrated
that the polycerradin peptide can be used in the development of sensors, since its
antimicrobial action inhibits the luminescence of microorganisms due to cell death. The
light signals from the antimicrobial action of this peptide against the microorganism
were analyzed for the microorganisms Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus  faecalis, Shigela sonnei, Furasim subglutinans, Colletotrichium
gloeosporioides e Candida albicans. The spectra obtained through the data, which were
collected by photoluminescence spectroscopy, showed that there was suppression of the
luminescence around A = 700-750 nm, when the lipopeptide extract (ELP) was added in
all evaluated microorganisms. Thus, it was possible to determine the antimicrobial
action of this peptide against the microorganisms studied, as well as the presence of
these microorganisms through its emission spectrum. This technique was applied in the
development and construction of an optical sensor, using materials of low cost, for use
in the monitoring and identification of pathogenic microorganisms in several areas, such

as health and food industry.

Keywords: Polycerradim, peptide, photoluminescence of microorganisms, optical

Sensor.
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MOTIVACAO E JUSTIFICATIVAS

As contaminagdes por microrganismos patogénicos causam anualmente
um grande impacto na economia. Somado a isso, 0 crescente aumento no nimero
de bactérias super-resistentes a cada ano, tem se tornado uma grande ameaca
mundial. Os custos para tratamento dessas infec¢des tém gerado um grande fardo
econdmico principalmente em virtude dos tipos de medicamentos necessarios e
tempo de estadia no hospital prolongado. Além disso, a taxa de desenvolvimento
de novos antibiodticos, capazes de combater as bactérias super-resistentes, nao
acompanha a taxa de aparecimento de novas bactérias com resisténcia a
antibioticos. Além da area da salde, a agricultura e a industria alimenticia
também sofrem o impacto causado por esse tipo de patdégeno, onde lavouras
inteiras ou lotes inteiros de alimentos sao descartados devido a contaminagao.

Os métodos de deteccao desse tipo de microrganismos mais utilizados sao
eficazes, mas necessitam de um tempo relativamente grande para detecgao.
Novos métodos tém surgido a cada ano, mas ainda existe a caréncia por métodos
de deteccao que além de eficazes, consigam uma deteccdo real-time ou em
poucos minutos e sejam de baixo custo. Quanto mais rapida a detec¢do, maiores
sdo as chances de uma tomada de decisdo efetiva e menores os impactos

causados.
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INTRODUCAO

Os microrganismos estdo presentes amplamente na natureza € no meio
ambiente inclusive no trato intestinal de animais e dos seres humanos (Ivnitski et
al, 1999; Leonard et al, 2003). Muitos desses organismos possuem funcoes
essenciais tanto natureza quanto aos seres humanos, dentre as quais podemos
citar a biodegradag¢ao de compostos toxicos (Leonard et al, 2003), a fermentagdo
que da origem a inimeros produtos e os probidticos que conferem beneficios a
saude do hospedeiro (Reid et al, 2003). Estima-se que, em média, uma pessoa
possua 150 tipos de bactérias no corpo, tanto do lado de fora, quanto de dentro
(Madigan et al, 1997), sendo Candida albicans o patdbgeno com maior sucesso no
corpo humano (Calderone, 2002).

Embora muitas espécies de microrganismos sejam benéficas e
desempenhem papéis essenciais a vida e a saude humana, muitas outras sao
responsaveis por inumeras doencgas e causam a morte de milhares de pessoas
anualmente. Estima-se que, a cada ano, mais de dois milhdes de pessoas
desenvolvam infecgdes graves e 23 mil venham a 6bito s6 nos Estados Unidos (O
Globo, 2013). As chamadas bactérias super-resistentes sao as grandes
responsaveis por esse grande nimero de mortes, causadas por infeccoes, cada vez
mais crescente. A resisténcia aos antibidticos ocorre quando as bactérias mudam
a resposta ou criam mecanismos que bloqueiam a ag¢do dos antibidticos usados

para tratar as infec¢des. As infecgdes causadas por esse tipo de bactéria sdo
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muito mais dificeis de serem tratadas e aumentam os custos médicos para
tratamento e a taxa de mortalidade (WHO, 2016).

Os métodos convencionais de detecgdo dos microrganismos baseiam-se na
identificacdo biologica e bioquimica especificas. Embora esses métodos sejam
sensiveis, baratos e fornecam informacdes quantitativas e qualitativas com
relagdo a natureza do micro-organismo, eles sdo altamente restritos no quesito
tempo de ensaio, pois demandam um tempo relativamente grande, e precisam de
um preparo inicial para detec¢ao de patdgenos em baixas concentragdes (Leonard
et al., 2003). Alguns métodos padroes, levam até 7 dias para obtengdo de
resultados e se baseiam na habilidade das bactérias de formarem coldnias visiveis
(De Boer & Beumer, 1999; Artault et al., 2001).

Outros métodos de detecgdo se baseiam em técnicas moleculares, as quais
envolve o uso da Reagdo em cadeia da polimerase (PCR), diminuindo o tempo
necessario para identificacdo de dias para algumas horas. A analise por PCR ¢
altamente especifica e consegue identificar inclusive microrganismos que nao sao
identificados por meio de cultura convencional (Rahn 1992; Cohen, 1993). As
técnicas moleculares estdo sendo utilizadas com maior frequéncia nos ultimos
tempos, possibilitando diagnésticos mais precisos € em um curto prazo de tempo
(Andrade et al., 2010). Embora a analise por PCR seja especifica, com custos de
analise reduzidos e seja possivel a obtencao de resultados em até 24h (Rodrigues
et al., 2011), alguns fatores devem ser considerados na utilizagdo dessa técnica
para detec¢ao de patogenos, como, por exemplo, o alto custo tecnoldgico, a

necessidade de aprovagdo e regulamentos e a padronizacdo das instrucoes
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(Malorny et al, 2003). Diante disso, seria de grande importancia a possibilidade
de utilizacdo de técnicas de deteccao que sejam tdo eficientes e especificas
quanto a PCR, mas com detec¢do praticamente em tempo real, permite uma
redugdo ainda maior dos custos dos processos envolvidos.

A utilizagdo de biossensores Opticos utilizando peptideos como elemento
de reconhecimento para deteccdo de bactérias tem sido motivo de estudo nos
ultimos anos. Vérios estudos se baseiam na imobiliza¢cdo do peptideo (elemento
de reconhecimento) em um substrato que pode ser inclusive uma fibra Optica
(Dacres et al., 2013; Deisingh & Thompson, 2004; (Ivnitski et al., 1999;
Kulagina et al., 2005; Leonard et al., 2003). Porém, algumas limita¢des t€m sido
encontradas, como por exemplo, a detec¢do somente de fragmentos celulares de
bactérias e a ndo abrangéncia na detec¢do, onde somente uma espécie de bactéria
pode ser detectada (Tenenbaum & Segal, 2015)

Atualmente, varios estudos tém sido realizados na busca por novas
ferramentas de detec¢do que permitam a obtengdo dos resultados em um tempo
ainda mais curto mantendo a mesma qualidade dos dados obtidos nos métodos
tradicionais (Ivnitski et al., 1999; Leonard et al., 2003; Kulagina et al., 2005;
Deisingh & Thompson, 2004; Mannoor et al., 2010; Tenenbaum & Segal, 2015 ).

A tabela 1 apresenta o custo aproximado e o tempo necessario para analise

de cada método de identificacao.
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Tabela 1. Métodos de identificacdo de microrganismos com respectivos custos € tempo para
analise

Método de identificagdo  Custo Tempo de anélise
Classico RS 3,38/amostra Até 7 dias
Biologia molecular RS 30,00/amostra 3 horas
(PCR) Investimento:
R$ 150 mil (equipamentos)
Sensor (ELP) R$ 600,00 (estimativa) < 3 minutos
equipamento

Além da necessidade e de monitoramento dos processos industriais, a fim
de se evitar contaminac¢des na linha de produgdo, e das perdas causadas por
contaminag¢do de microrganismos nas lavouras, outro fator importante para o
desenvolvimento de sensores de rdpida deteccdo tem sido o crescimento no
ntimero 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
infecgdes. Quando infecgdes ndo podem ser tratadas com antibidticos comuns,
existe a necessidade do uso de medicamentos mais sofisticados e mais caros,
causando um fardo econdmico para sociedade (WHO, 2016). Recentemente, no
brasil, foi encontrada pela primeira vez em cepas de E. coli, um gene que causa
resisténcia a uma classe de antibioticos utilizados no tratamento de infecg¢des por
bactérias super-resistentes. Essa apari¢do pode contribuir para o surgimento de
bactérias totalmente resistentes aos antibidticos (Fernandes ef al., 2016a, 2016Db).
Esse aumento no numero de bactérias super-resistentes tem provocado um custo
anual entre 100-300 milhdes de dolares nos Estados Unidos (Wojkowska-Machj,

2006).
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Por outro lado, o nimero de novos antibidticos descobertos tem diminuido
a cada ano. A figura 1 apresenta o contraste entre o crescente nimero de
bactérias super-resistentes e o decrescente nimero de novos antibidticos nos

ultimos anos.

A. Aumento da resisténcia a antibiéticos entre patogenos B. Diminui¢io no nimero de novas drogas no mercado
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Fonte: Clinical Microbiol infect 2004; 10 (Suppl. 4): 1-9 Fonte: Nat Biotech 2006 24; 1521

Figura 1. Aumento no numero de bactérias super-resistentes (grafico a esquerda) versus redugao
no desenvolvimento de novas drogas (grafico a direita). A) Crescimento da resisténcia a
antibioticos de cepas de E. coli, Enterobacter ¢ Klebsiella. B) Numero de novos antibidticos
aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) entre os anos de 1983 e 2007.

A tabela 2 demonstra alguns dos principais tipos de microrganismos
patogénicos que causam um grande impacto tanto na area da satide quanto na

agricultura.

Tabela 2. Espécies bacterianas, area de relevancia e respectivas caracteristicas patogénicas.

Microrganismo Area de Caracteristicas patogénicas Referéncia
Relevancia
Staphylococcus | Saude Responsavel por até 80% | Oliveira et al, 2001
aureus das infeccbes hospitalares
no Brasil.

Colletotrichium | Agricultura Fitopatdogeno de relevancia | Viana et al.
gloeosporioides em cultivos de caju,
ocasionando a podridao dos
frutos. Foram registradas
perdas de 40% do volume
total de producdo a nivel
nacional
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Enterococcus
faecalis

Saude

Principal causa de infecgao
em dentes com tratamento
endoddntico (cerca de
81,5%).

Estudos realizados em UTls
no Brasil indicam taxas de
14 a 25% de infeccdo em
pacientes com uso prévio
de antibidticos

Paradella et al., 2007

Brevilieri et al., 2010

Escherichia coli

Saude

Em 2010, causou a morte
de 37 mil pessoas que
ingeriram alimentos e agua
contaminados em todo o
mundo.

Em 2007 foram gastos 18,1
milhGes de Euros no
tratamento de infecdes na
Europa.

Laboissiére, 2015

de Kraker et al., 2011

Shigella sonnei

Saude

O numero de mortes
estimadas em 2013 a nivel
mundial foi de 34.400
criancas com menos de 5
anos devido a ingestdo de
agua contaminada.

Estima-se que anualmente
ocorram entre  80-165
milhdes de casos de
doencas por Shigella.

Mani et al., 2016

Bowen, 2016

Candida
albicans

Saude

Anualmente s3o gastos
aproximadamente 1,8
bilhGes de ddlares nos EUA
para tratamento de
infecgOes por Candida.

Foxman et al., 2000

Fusarium
subglutinans

Agricultura

Causa perda de 30 a 40%
dos frutos e 20% de plantas,
da producdo de abacaxi a
nivel nacional.

Ventura et al., 2009
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I. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um biossensor Optico para deteccdo de microrganismos
patogénicos, com rapida resposta (em menos de um minuto), capaz de detectar
bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos, para utilizacao na industria de
alimentos, na agricultura e na area da satde, possibilitando uma tomada de

decisdo mais efetiva frente as contaminagdes por esses patdogenos.

LII. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter e analisar os espectros de fotoluminescéncia dos microrganismos
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Shigela sonnei,
Candida albicans, Colletotrichium gloeosporioides e Fusarium subglutinans.

- Obter e analisar o espectro de fotoluminescéncia do composto
Polycerradim puro.

- Obter e analisar os espectros de fotoluminescéncia resultantes da
interacdo entre o composto Polycerradim € 0s microrganismos.

- Propor um modelo de sensor baseado na fotoluminescéncia dos
microrganismos utilizando materiais de baixo custo.

- Construir um prototipo do sensor utilizando os materiais mais
adequados.

- Confirmar o funcionamento e a viabilidade de producdo do sensor
através de testes utilizando o prototipo construido para deteccdo de

microrganismos.
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II. CONCEITOS TEORICOS

I1.I. CONCEITOS DA AREA BIOLOGICA

ILLL. BACTERIAS

As bactérias podem ser classificadas quanto a composicao da sua parede
celular. O método de coloragdo Gram, desenvolvido pelo médico dinamarqués
Hans Christian Joachim Gram, em 1884, permite separa-las em Gram positivas e
Gram negativas. As Gram positivas ndo perdem a cor azul-roxeada apos serem
submetidas a um processo de descoloragdo, apos serem coloridas com violeta de
genciana. As Gram negativas, por sua vez, assumem um tom rdseo-avermelhado
quando submetidas ao mesmo processo (ABCMED, 2014). A Figura 2 ilustra a

diferenga da parede celular das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Bactérias Gram-positivas|
1

Parede celular

formada por camada
-— gspessa de

peptidoglicano

Membrana plasmatica

o Camada lipoprotéica
Fosfolinidios externa, espessa,

Lipopolissacarideo semelhante a

membrana plasmatica,
Proteina

Bactérias Gram-negativas |
|

com lipopolissacarideo

Parede celular

Camada de
peptidoglicano

Membrana plasmatica

Lipoproteinas

Figura 2. Diferengas na composi¢do da parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.
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Enquanto as Gram-positivas possuem uma espessa camada de
peptideoglicano, as Gram-negativas possuem uma estrutura mais complexa
formada por uma fina camada de peptideoglicano, uma membrana externa e
polissacarideos.

Essa identificagdo ¢ importante pois cerca de 90 a 95% das bactérias
Gram-negativas sdo patogénicas devido sua estrutura da membrana ser mais
complexa. Além disso sdo mais resistentes a antibidticos e possuem uma maior
viruléncia (ABCMED, 2014).

Entretanto, as bactérias Gram-positivas tém se tornado importantes
patdégenos ao longo dos anos e as infecgdes causadas por essas bactérias
multirresistentes representam um grande problema de saude publica tanto em
relagdo a mortalidade quanto a0 aumento com os gastos necessarios para controle
e desinfeccdo. Além disso, o aumento do arsenal terapéutico utilizado para o
tratamento dessas infec¢des por patdogenos Gram-positivos multirresistentes traz
consigo outros desafios como, por exemplo, a necessidade de se encontrar

maneiras de diminuir a resisténcia dos microrganismos aos antibioticos.

(Woodford & Livermore, 2009; Wilcox, 2009).

ILLII. FUNGOS

Os fungos s3o microrganismos pertencentes a um reino separado dos
demais por apresentarem caracteristicas especificas e diferentes tanto dos animais
como dos vegetais, o reino Fungi, embora muitas vezes seja confundido com

vegetais. O reino Fungi engloba uma grande variedade de organismos, quais
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sejam, Dbolores, mofos, leveduras, fermentos, dentre outros. Esses
microrganismos sao eucariontes, ou seja, possuem um nucleo celular separado
por uma membrana, e pode sem unicelulares ou multicelulares (Silva & Coelho,
2000).

As células dos fungos agrupam-se em filamentos que sdo denominados

hifas. O agrupamento dessas hifas d4 origem aos micélios (Figura 3).

» Micélio reprodutor

._\

; “' Estruturas pro-
Hifas /‘\’J'l dutoras de esporos
‘. } ‘v ¢ \‘J’ ] -

&

5 Micélio vegetativo

Figura 3. Estrutura e organizagao dos fungos multicelulares (Fonte: http://cadernosdo
fernando.blogspot.com.br/2014/03/reino-fungi-meu-caderno-de-biologia.html).

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos na
natureza, mas somente cerca de 69 mil espécies sdo conhecidas. Eles obtém os
nutrientes necessarios para sobrevivéncia por absor¢do langando enzimas aos
substratos que colonizaram e absorvendo os nutrientes pela membrana celular

(Silva & Coelho, 2006).
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As leveduras vém sendo utilizadas na fabricagao de bebidas fermentadas
desde 1880 quando iniciou a utilizacao de estirpes puras na fabricacao de cerveja.
Desde entdo a utilizagdo desses microrganismos vem se tornando cada vez mais
abrangente. Hoje em dia sdo amplamente utilizadas também na panificagao.
(Albertin et al., 2014).

Nos processos biotecnologicos esses microrganismos sao utilizados em
diversos processos de fermentacao seja para produgdo de etanol para combustivel
ou para producdao de biocombustiveis a partir de residuos agricolas. Também
pode ser utilizado na biorremediagdo de compostos toxicos ao meio ambiente e
na producao de uma série de outros produtos (Silva & Coelho, 2006).

Apesar dos beneficios que esses microrganismos apresentam, muitas
espécies causam grandes prejuizos econdmicos desde a area da agricultura até a
area da satde. Nos ultimos anos tem havido um aumento significante no niimero
de infecgdes causadas por fungos. Esse fato pode ser explicado pelo aumento no
nimero de procedimentos cirirgicos invasivos € pela exposicdo a uma grande
diversidade de antibioticos e imunossupressores (Harris, 2009).

Um estudo em particular demonstra que o fungo Trichosporon insectorum
pode ser o responsavel por infecgcdes no trato gastrointestinal, particularmente,
em pacientes com doencas imunossupressoras. Essas Infec¢des sdo ainda mais

problematicas devido a dificuldade de tratamento (Fuentefria, 2008).
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ILLIII IMPACTO CAUSADO PELA CONTAMINACAO POR
MICRORGANISMOS PATOGENICOS

Embora a maioria desses microrganismos possuam um papel essencial na

saude humana, existem também os que sdo potencialmente nocivos podendo

causar diversas doengas infecciosas (Tabela 3).

Tabela 3. Bactérias patogénicas, doengas causadas, toxinas secretadas, fonte de infeccdo e taxa
de mortalidade quando usadas como armas biologicas. (Adaptado de: Ivnitski et al., 1999)

Bactéria Doenga Toxina Fonte de infeccdo

Bacillus anthracis Antraz Fator edema Leite ou carne, AB

Brucella melitensis Brucelose - Leite ou carne, AB
Campylobacter jejuni  Disenteria - Laticinios, carnes e cogumelos
Clostridium botulinum  Botulismo Neurotoxina Alimentos

Coxiella burnetii Pneumonia - AB

Corynebacterium Difteria Toxina diftérica  AB

diphtheriae

Escherichia coli

Francisella tularensis

Mycobacterium
tuberculosis

Rickettsia rickettsii
Salmonella paratyphi

Salmonella typhi

Shigella dysenteriae

Staphylococcus aureus

Streptococcus
pneumoniae

Treponema pallidum

Vibrio cholerae
Yersinia pestis

Gastroenterite

Tularemia
Tuberculose

Febre maculosa
Febre
paratifoide
Febre tifoide
Disenteria
bacteriana
Pneumonia
Pneumonia
pneumocdcica
Sifilis

Célera
Peste bubonica

Enterotoxina

Neurotoxina

Enterotoxina
Toxina
eritrogenica

Enterotoxina
Toxina da peste

Carne, peixe, leite, arroz,
vegetais

AB

AB

AB

Contaminacao fecal, ovos,
leite, carne

AB

Contaminacao fecal

Transportadores humanos
Transportadores humanos

Secrecdo ou sangue
contaminados
Contaminacao fecal
AB

* AB= Arma bioldgica

As infecgdes causadas por microrganismos super-resistentes representam

um grande fardo clinico e fiscal, principalmente as infeccdes causadas por S.

aureus resistentes a meticilina (SARM) que sdo um problema mundial. No
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Brasil, embora nao exista um controle de quantas pessoas morrem anualmente
em decorréncia de infecgdes, um levantamento realizado pela Associagdo
Nacional de Biosseguranca (Anbio) em 2011, apontou que as infecgdes
hospitalares sdo responsaveis por cerca de 100 mil 6bitos por ano (Benevides,
2011).

O aumento no uso de antibiodticos tem causado o crescimento no nimero
de bactérias resistentes, principalmente no ambiente hospitalar (Finking &
Marahiel, 2004). Por esse motivo, o impacto econOmico causado por essas
infecgdes sao os mais estudados, visando métodos mais eficazes e mais baratos
no tratamento dessas infec¢des (Nathwani, 2009).

Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. sao encontradas no ambiente
hospitalar e a utilizacdo constante de antibidticos ao longo do tempo tem
selecionado cepas resistentes, dificultando a terapia e o tratamento do paciente
infectado. Nas ultimas décadas nao houve uma mudanga nas espécies mais
problematicas, mas elas se tornaram mais resistentes (Woodford & Livermore,
2009).

As bactérias podem se espalhar amplamente e rapidamente se estiverem
em um ambiente com condi¢des adequadas de nutri¢do, temperatura ¢ umidade
(Ivnitski et al., 1999). Um ambiente propicio para o desenvolvimento desses
microrganismos ¢ a cavidade bucal onde sdo encontrados em uma grande
quantidade. Estima-se que cerca de trezentas espécies bacterianas distintas
possam ser isoladas no sulco periodontal (Zambon & Haraszthy, 1995). Muitas

delas s3o responsaveis por doencas periodontais, como por exemplo
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Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus e Porphyromonas
Gingivalis (Zambon, 1996).

As bactérias também sdo responsaveis por grande parte da deterioracao
dos alimentos e o consumo de alimentos contaminados pde em risco a saude do
consumidor causando graves doencas (Gram et al., 2002; Rahman & Kang,
2009). Nesse caso, geralmente a populacdo menos favorecida ¢ a mais afetada,
uma vez que os produtos mais baratos ndo possuem um controle adequado,
aumentando a probabilidade de contaminacdo (Balbani & Butugan, 2001). A

tabela 4 demonstra os principais agentes bioldgicos que contaminam alimentos.

Tabela 4. Principais agentes bioldgicos que contaminam alimentos.

Agentes biolégicos

Bactérias

Produtoras de toxinas pré-formadas
Clostridium botulinum

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Produtoras de toxinas na luz intestinal
Vibrio spp

Escherichia coli produtora de toxina Shiga
E. coli enterotoxigénica

Invasoras do epitélio intestinal
Salmonella spp

Campylobacter spp

Yersinia spp

Shigella spp

E. coli enteroinvasiva

Listeria monocytogenes

Outras

Aeromonas spp
Plesiomonas shigelloides
E. coli enteropatogénica

Fungos
Aspergillus flavus
Aspergillus parasiticus

Virus

Virus da hepatite A
Virus da hepatite B
Rotavirus
Adenovirus (entérico)
Parvovirus

Protozoarios
Cryptosporidium parvum
Giardia lamblia
Entamoeba histolytica
Isospora belli
Dientamoeba fragilis
Blastocystis hominis

Parasitas

Taenia solium
Taenia saginata
Hymenolepis nana
Ascaris

Trichuris
Trichinella spiralis

Toxinas
Tetrodotoxina
Micotoxinas
Aflatoxinas
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Na industria de alimentos, a utiliza¢do de bactérias e fungos ¢ de extrema
importancia, como por exemplo, na produ¢do de fermentados ou paes, onde os
microrganismos veem sendo utilizados a muito tempo. Porém, existe também a
possibilidade de contaminagdo por microrganismos patogénicos que podem
causar uma série de doencas nos seres humanos.

Sendo assim, a analise se faz necessaria para liberacdo de lotes de
alimentos seguros. Sdo utilizados métodos analiticos microbioldgicos, porém,
existe uma demanda por novos métodos mais rapidos e confidveis,
principalmente devido aos falsos-negativos que podem levar a liberagao de lotes
contaminados (Rodrigues et al., 2011).

Na industria de alimentos existe a necessidade de constante higienizacao
dos equipamentos utilizados devido a formacdo de biofilmes. Biofilmes sdo
comunidades de bactérias envoltas por substancias, principalmente aclcares,
produzidas pelas proprias bactéria, que conferem a comunidade prote¢do contra
diversos tipos de agressdes que ela pode vir a sofrer como, por exemplo, a falta
de nutrientes, o uso de um antibidtico ou algum agente quimico utilizado para
combater bactérias, que podem se formar em qualquer superficie (Stoodley et al,
2002). Esses biofilmes sdo mais resistentes aos processos de sanitizacdo do que
as células dispersas e a sua remog¢do gera grandes custos a industria além da
possibilidade de contaminagao dos alimentos processados e consequentes danos a
saude de consumidor. Uma das principais causas de surtos de origem alimentar ¢

a formagao de biofilmes nas superficies de processamento de alimentos sendo os
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microrganismos patdogenos mais problematicos a E. coli e S. aureus (Teixeira et
al., 2015).

Um estudo recente demonstrou a eficacia da utilizacdo de d6leo essencial
de capim limao na inibicao do crescimento de algumas espécies bacterianas e na
remogao de células bacterianas aderidas em ago inoxidavel (Barros ef al., 2015).

O leite, por possuir uma grande diversidade de nutrientes, representa um
excelente meio de cultura para diversos tipos de microrganismos, sendo assim
um importante meio de contamina¢do humana (Frazier, 1993). Na industria de
laticinio existe a necessidade de constante monitoramento para evitar a
contamina¢do. Estudo realizado por Catao & Ceballos, 2001, concluiu que no
leite cru, existe a presenca de uma grande diversidade de espécies Listeria e
mesmo a utilizacdo da pasteurizacdo ndo ¢ suficiente para eliminagdo desses

microrganismos.

ILLIV. PEPTIDEOS

Os peptideos sdo compostos biologicos formados pela ligacdo entre dois ou
mais aminoacidos através de ligagdes peptidicas (Lehninger et al, 1995.) Esses
compostos sdo produzidos por todos os tipos de organismos vivos e podem
apresentar acao antimicrobiana contra uma vasta quantidade de microrganismos
como bactérias, fungos e virus (Giuliani et al., 2007; Mookherjee & Hancock,
2007). Além disso, podem ser utilizados, inclusive, no tratamento de cancer

(Papo & Shai, 2005).
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A resisténcia bacteriana a antibioticos convencionais, tem aumentado a
uma taxa muito maior que o desenvolvimento de novos antibioticos. Com isso,
cresce, cada vez mais, o interesse por peptideos antimicrobianos. Os peptideos
sdo moléculas que possuem entre 6 ¢ 100 aminodcidos e tem variados pesos,
sequencias e estruturas. Cada aminoacido possui um peso molecular médio de
110u. Assim, o peso molecular médio dos peptideos vai de 660 a 11.000u. Eles
possuem caracteristicas Unicas, diferentes dos antibioticos tradicionais, dentre as
quais podemos citar: 1- O mecanismo de resisténcia dos microrganismos aos
peptideos ndo ¢ tdo bem desenvolvido, se comparado com o mecanismo de
resisténcia aos antibioticos tradicionais; 2- Muitos antibidticos agem lentamente,
enquanto os peptideos podem matar os patégenos muito rapidamente (em
questao de segundos); 3- Possuem um amplo espectro de atividade contra uma
grande variedade de microrganismos., dentre eles, os fungos e bactérias (Lee,
2002; Giuliani et al., 2007; Hajji et al., 2010). Os peptideos antimicrobianos
curtos (com menos de 18 residuos de aminoacidos) possuem vantagens para o
desenvolvimento de agentes terap€uticos por possuirem baixa antigenicidade e
baixo custo de sintese (Lee, 2002).

Sua atividade bactericida se d& por diversos mecanismos (Figura 4).
Basicamente, os peptideos se ligam a membrana celular, levando a ruptura da
mesma e consequente morte celular (Harris, 2009). Esse mecanismo depende de
diversos fatores como: sequéncia de aminoacidos, composi¢do da membrana e
concentragdo de peptideos (Giuliani et al., 2007). Estudos indicam que mudangas

na camada externa da membrana celular de fungos pode influenciar a habilidade
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dos peptideos antimicrobianos de interagir com a parede celular (Harris, 2009). A

figura 4 representa o mecanismo de a¢do do peptideo descrito acima.

S Peptideo se liga a membrana externa

Peptideo se liga aos locais de ligacdo ! . 5
de cétions divalentes de LPS (Gram -) ‘{
A N B C D
S i N e > %1 N
§ & $
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’
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w3 Outros alvos
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Sintese proteica Enovelamento proteico

Figura 4. Mecanismo de acdo proposto para peptideos antimicrobiano (PAM) em bactérias
Gram-negativas. Os PAM se associam com a superficie externa carregada negativamente tanto
pela neutralizacdo de carga sobre um fragmento da membrana externa ou interagindo fortemente
com os locais de ligacdo de cations divalentes em lipopolissacarideos (LPS). Os modelos
listados explicando os mecanismos de permeabilidade da membrana incluem: tapete, barril,
toroidal, e canal agregado. O efeito liquido de A a D ¢ que alguns mondémeros serdo
translocados para o citoplasma e podem dissociar a forma da membrana e ligar-se a polianions
celulares tais como DNA ¢ RNA, inibir atividade enzimatica tal como sintese de proteinas ou
folding protéico.

Os peptideos também podem causar um aumento na permeabilidade da
parede celular. Isso, por si s, ndo causa a morte celular. Por esse motivo, estudos
que tem investigado a relacdo entre a permeabilidade da membrana bacteriana e a
morte celular, tem demonstrado que a morte celular pode ocorrer sem a ruptura
da parede celular, o que sugere que os peptideos antimicrobianos (PAMs) podem

interagir com alvos intramoleculares (Giuliani et al., 2007; Papagianni, 2003).
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Os PAMs possuem uma ampla atividade antimicrobiana, antiflingica,
antiviral ¢ imunomodulatoria (Giuliani et al., 2007). Eles podem ser agrupados
de acordo com suas caracteristicas estruturais da seguinte forma: os que possuem
alta concentracao de determinado aminoacido; os que possuem ponte dissulfeto
intramoleculares; e os que possuem uma estrutura de a-hélice com uma regiao

anfifilica (Tabela 5) (Papagianni, 2003).

Tabela 5. Exemplos de PAMs agrupados de acordo com as caracteristicas estruturais.

Alto conteido de determinado Ponte dissulfeto Estrutura anfifilia
aminoacido intramolecular a-hélice
Peptideo Aminodcido Fonte Peptideo Fonte Peptideo Fonte
Abaecina Pro Insetos a-Defensina  Humanos, Magainina Anfibios
ratos,
coelhos
Apidaecinas Pro, Arg Insetos B-defensina  Gado Dermaseptina  Anfibios
Bac-5 Pro, Arg Ovinos Defensina Insetos Bombinina Anfibios
de insetos
Bac-7 Pro, Arg Gado, Defensina Plantas Cecropina Insetos
ovelhas de plantas
Drosocina Pro Insetos Protegrina Porcos Esculentina 1  Anfibios
Profenina Pro, Phe Porcos Drosomicina Insetos Esculentina2 Porcos

Em um estudo desenvolvido por Hajji et al, 2010, foi isolado o 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 (100°C durante 15min.) e pH (de 6.0 a 10.0), além de
apresentar um grande espectro de acdo contra bactérias e fungos. Dessa forma,
eles sdo excelentes candidatos para aplicagdo como conservante alimentar e no
controle biologico de doencas de plantas.

Alguns lipopeptideos apresentam caracteristicas que conferem, a esses

compostos, propriedades surfactantes. Estudos demonstram a potencial aplicacao
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de lipopeptideos na remediacdo de aguas 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 saude humana (Etchegaray &
Herculano, 2011).

Lipopeptideos produzidos por Bacillus subtilis possuem alta atividade
antifungica e podem ser usados para o controle de fungos e bactérias patogénicas
(Etchegaray et al., 2008).

Um estudo realizado recentemente por Huang & Yousef, 2014, procurou
investigar o0 mecanismo de a¢do do lipopeptideo Paenibacterin contra E. coli e S.
aureus. Paenibacterin ¢ um lipopeptideo bacteriano catidénico que possui
atividade bactericida contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
incluindo bactérias super-resistentes. Os peptideos antimicrobianos cationicos
sdo carregados positivamente e possuem propriedades anfifilicas, ou seja,
possuem uma regido hidrofilica e uma regido hidrofobica. Esse lipopeptideo
interage com as membranas lipidicas por interagcdes hidrofobicas e pode interferir
em diversas fungdes celulares, através dos danos que causa na membrana celular,
uma vez que a membrana € essencial para a vida bacteriana (Lee, 2002). Outros
peptideos catidnicos naturais, ou mesmo peptideos cationicos sintéticos, sdo
fortes candidatos para tratamento de uma série de infeccdes causadas por
patogenos. (Mookherjee & Hancock, 2007; Lee, 2002)

As bactérias e fungos produzem peptideos nao-ribossdémicos (PNRs) que

possuem uma gama extremamente ampla de atividades biologicas, sintetizados
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por enzimas chamadas sintetases. Apesar de ambos mecanismos de produgdo de
peptideos (ribossdmicos € nao-ribossdmicos) apresentarem suas vantagens, 0S
ndo-ribossdmicos apresentam uma maior diversidade estrutural (Finking &
Marahiel, 2004)

Os peptideos nao-ribossomicos (PNRs) representam uma classe de
compostos naturais que apresentam um grande potencial biotecnologico devido a
sua biossintese e aplicagdes (Etchegaray & Herculano, 2011).

Diversos estudos tém investigado o poder bactericida dos PAMs contra uma
enorme gama de microrganismos (Welker & von Dohren, 2006; Etchegaray et
al., 2008; Giuliani et al., 2007; Hajji et al, 2010; Huang & Yousef, 2014;
Mookherjee & Hancock, 2007)

Estudo realizado por Serrano, 2014, 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 e 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 aplicagdes biotecnologicas, tais como construgdes de
sensores € biossensores para detec¢ao de microrganismos e dispositivos para

combate as infecgdes causadas inclusive por armas bioldgicas.
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IL.II. CONCEITOS DA AREA DE FiSICA

ILILI. ESPECTROSCOPIA

A energia eletromagnética ¢ gerada a partir da oscilacdo dos campos
elétrico e magnético e se propaga na forma de radiacdo. As ondas
eletromagnéticas transportam a energia em pacotes denominados fotons que € a
menor quantidade de energia que pode ser emitida ou absorvida. Max Plank foi o
cientista que propds quantizagdo da energia, afirmando que a quantidade de
energia total dos osciladores seria sempre um multiplo inteiro de um minimo de
energia. Essas energias podem ser descritas em termos do comprimento de onda

(M) ou da frequéncia (v) conforme as equagdes:

Onde, h ¢ a constante de Planck e ¢ ¢ a velocidade da luz no vacuo (Eisberg &
Resnick, 1985)

O espectro eletromagnético € o intervalo de todas as possiveis frequéncias
de radiagdo eletromagnética. Também pode ser representado de acordo com o
comprimento de onda da radiacdo (figura 5). E possivel perceber que apenas uma

pequena por¢ao do espectro corresponde a luz visivel.
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Figura 5. Espectro eletromagnético (Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Espectro vis%C3
%ADvel#/media/File:Espectro_eletromagnetico-pt.svg

A relagdo entre a frequéncia e o comprimento de onda ¢ inversamente
. Cc
proporcional A = -, onde:
A = comprimento de onda;

¢ = velocidade da luz no vacuo;

v = frequéncia

ILILIL. INTERACAO LUZ-MATERIA

A energia total dentro de uma molécula ¢ a soma de varias energias
distintas (Albani, 2007):

E (total) = E (translacao) + E (rotacdo) + E (vibracao)

+ E (eletronica) + E (orientagdo eletronica do spin)

+ E (orientag¢ao nuclear do spin)

Dessa forma, quando a luz atinge um material, diversos fendmenos podem

ocorrer da interacao entre a luz ¢ o material.
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Duas importantes técnicas espectroscopicas utilizadas para caracterizagao
de diversos tipos de materiais sdo a espectroscopia Raman e a espectroscopia de
fotoluminescéncia. Ambas sdao baseadas em processos de interagdo entre a luz e a
matéria, porém, os fendmenos fisicos envolvidos, em cada uma delas, sdo
diferentes. Basicamente, a espectroscopia Raman estd baseada nos processos de
espalhamento da luz pela matéria, enquanto a espectroscopia de
fotoluminescéncia se baseia no fendmeno de emissdo de radiagdo por um meio
(Rodrigues & Galzerani, 2012).

Quando a radiagdo incidente estd na faixa da luz visivel, podem ocorrer
basicamente dois processos: absor¢do do foton emitido ou o espalhamento dele
(Harvey, 2000).

No processo de absor¢ao, quando um feixe de luz (f6ton) incide sobre um
material, este ¢ absorvido, gerando um aumento na energia. Os elétrons do
material, nesse caso, sofrem transicdo para um estado de maior energia (excitado)
que o estado de equilibrio. Esses estados excitados sdo instaveis e quando os
elétrons retornam para os estados de equilibrio, o excesso de energia ¢ liberado
podendo emitir luz (processo radioativo) ou nao (processo ndo radioativo). A
energia da luz emitida depende da diferenca entre os dois estados (de equilibrio e
excitado) envolvidos no processo. Dessa forma, a cor (ou comprimento de onda)
da luz emitida no processo estd relacionada com essa diferenga de energia

(Rodrigues & Galzerani, 2012).
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A transicao do estado de equilibrio para o estado excitado ¢ acompanhada
pela redistribuicao da nuvem eletronica dentro dos orbitais moleculares (Albani,

2007).

ILILIII. ESPECTROSCOPIA RAMAN

Quando uma onda eletromagnética atinge um material, parte dessa luz ¢
refletida e parte ¢ transmitida para dentro do material. Dessa parte que ¢
transmitida para o material, uma parcela ¢ absorvida na forma de calor e outra
parcela ¢ retransmitida como luz espalhada. Esse fenomeno de espalhamento
inelastico da luz denomina-se espalhamento Raman e a luz espalhada é composta
por comprimentos de ondas diferentes da luz incidente.

O espalhamento Raman pode ser classificado em duas formas: Stokes e
anti-Stokes (Figura 6). No espalhamento Stokes, a frequéncia da luz emitida ¢
menor que a frequéncia da luz incidente. Sendo assim, parte da energia ¢
absorvida no processo e transformada em outras formas. Quando a frequéncia da
luz emitida ¢ maior que a frequéncia da luz incidente o processo denomina-se
anti-Stokes. Nesse processo ocorre a transformagao de energia que ¢ retirada do
meio espalhador em energia do campo de radiacdo (Rodrigues & Galzerani,

2012).
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Figura 6. Diagrama de niveis de energia para espalhamento Raman; (a) espalhamento Raman
Stokes (b) espalhamento Raman anti-Stokes (Fonte: http://www.kosi.com/na_en/products/
raman- spectroscopy/raman-technical-resources/raman-tutorial.php).

ILILIV. ESPECTROSCOPIA DE FOTOLUMINESCENCIA

A luminescéncia ¢ o fenomeno 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 os fendmenos envolvendo a luz, que
ndo estdo relacionados com o aumento da temperatura. A luminescéncia € um
processo que gera luz fria, ou seja, ndo ocorre o aumento de temperatura,
enquanto no processo de incandescéncia ocorre o aumento da temperatura, e a
luz gerada ¢ denominada, luz quente (Valeur, 2001).

A tabela 6 apresenta a classificacdo dos varios tipos de luminescéncia, de

acordo com o modo de excitagao:
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Tabela 6. Varios tipos de luminescéncia (Valeur, 2001).

Fenomeno

Modo de excitacdo

Fotoluminescéncia (fluorescéncia,
fosforescéncia, fluorescéncia atrasada

Radioluminescéncia

Catodoluminescéncia
Eletroluminescéncia

Termoluminescéncia

Quimioluminescéncia
Bioluminescéncia
Triboluminescéncia
Sonoluminescéncia

Absorgao de luz (fétons)

Radiagdo ionizante (raios-X, o, B, y)

Raios catodicos (feixe de elétons)
Campo elétrico

Aquecimento apds armazenamento
prévio de energia (ex. radiagdo
radioativa)

Processos quimicos (ex. oxidagao)
Processos bioquimicos

Forcas de fricgdo e eletrostatica
Ultrasom

A fluorescéncia e fosforescéncia sdo casos particulares do fendmeno de

luminescéncia. Isso ocorre quando um féton € absorvido por determinado

material, fazendo com que as moléculas fiquem em um estado eletronicamente

excitado. A possivel posterior emissdo de fotons e consequente desexcitagdo, €

chamada de fotoluminescéncia e ¢ apenas um dos efeitos possiveis para a

interacdo entre a luz e matéria, como mostra a figura 7.

Interagoes
Luz-Matéria

Espalhamento Absorgdo

"

(s A Fluorescéncia
Elastico Inelastico . o

) - Fotoluminescéncia .

(Rayleigh) (Raman, Brillouin) Fosforescéncia

Eletroluminescéncia

Termoluminescéncia

Quimioluminescéncia

Bioluminescéncia

Luminescéncia

Figura 7. Tipos de interacdo entre luz ¢ matéria com destaque para a fotoluminescéncia.
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Os compostos luminescentes podem ser de diversos tipos, classificados da
seguinte maneira:
compostos organicos: hidrocarbonetos aromaticos (naftaleno, antraceno,
fenantreno, pireno, perilo,etc.), fluoresceina, rodamina, cumarina, oxazinas,
polienos, difenilpolienos, aminoacidos (triptofano, tirosina, fenilalanina), etc.
compostos inorganicos: ion uranila, ions lantanideos, vidros dopados (com Nd,
Mn, Ce, Sn, Cu, Ag), cristais (ZnS, CdS, ZnSe, CdSe), etc.

compostos organometalicos

Como visto anteriormente, a fotoluminescéncia consiste na emissao de
radiacdo por uma molécula durante a passagem do estado de excitagdo para o
estado de equilibrio. A figura 8 ilustra o processo de ganho e perda de energia

pelo elétron.

Antes Depois
E,
. : @
Absorcio  mw~ e |
o
Emissio E ta - l
missao espontanea E,
om
. g . —®— ——E
Emissdo Estimulada (.. A
e— &

Figura 8. Esquema mostrando os trés processos pelos quais um elétron pode ganhar ou perder
energia através da luz no fenomeno de fotoluminescéncia. (Serrano, 2014)
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Primeiramente, o elétron se encontra em um nivel de energia, aqui
chamado E;, onde o elétron se encontra eletronicamente estavel. Com a emissao
de radiag@o sobre o material, um foton fornece energia e o elétron passa do nivel
E; para o nivel E>, ultrapassando a banda de energia proibida (gap), indo ocupar
um espaco na banda de valéncia (Rodrigues & Galzerani, 2012).

Quando o elétron se encontra em um nivel excitado, € possivel que ele
retorne ao nivel de equilibrio espontaneamente, perdendo energia e liberando um
foton. Esse processo ¢ denominado, emissdo espontanea. Nesse caso, o foton
emitido possui fase e dire¢dao aleatorias e ndo tem nenhuma relagdo com o que
ocorreu antes da excitacao.

Uma outra possibilidade ¢ a de fornecer mais um féton para o material
com a mesma energia que separa os niveis £; e E>. Nesse caso, o foton faz com
que o elétron que se encontra excitado passe do nivel £, para o nivel £; emitindo
mais um foton com a mesma fase e direcio do foton incidente. Assim, as
intensidades dos fotons sdo somadas causando uma amplificacdo da luz emitida.
Esse € o principio utilizado na funcionamento de lasers.

A Figura 9 apresenta o espectro de fotoluminescéncia do diodo Gunn. E
possivel notar um pico de emissdao em torno de 1,4 eV. Esse valor ¢ o valor do

gap do arsetato de galio (GaAS)
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Figura 9. Espectro de fotoluminescéncia, em temperatura ambiente, de um diodo Gunn
(Dover, 1971).

ILILV. ESPECTROSCOPIA DE FOTOLUMINESCENCIA
(FENOMENO FiSICO)

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

Os atomos, ou moléculas podem emitir luz quando os elétrons que se
encontram no estado excitado, decaem radiativamente ao estado fundamental. No
diagrama de Jablonski (Figura 10) ¢ possivel visualizar os possiveis processos
envolvidos: absorcdo de fotons, conversdo interna, fluorescéncia, cruzamento

intersistema, fosforescéncia e fluorescéncia atrasada. E importante notar que a
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absor¢do € um processo bastante rapido (10°'° s) em rela¢do aos outros processos,
pois ndo ha deslocamento do nucleo de acordo com o principio de Franck-
Condon. A maioria das moléculas se encontram no nivel fundamental SO a
temperatura ambiente. A absor¢cdo de um foton, nesse nivel, pode levar as
moléculas para um dos niveis vibracionais de S1, S2. Apos a absorcao, existem

diversos processos possiveis de decaimento radioativo e nao radioativo possiveis:

Conversao
52 ) Interna
2
2  —
S S
S 1 Cruzamento
w Intersistema
Absorgao {
Fluorescéncia 5 T1
v * Fosforescéncia
So T
0
Figura 10. Diagrama de Jablonski
> Conversdo Interna: trata-se de um processo de decaimento ndo-

radiativo entre dois estados eletronicos de mesma multiplicidade de spin. Em
solidos, este processo ¢ seguido por uma relaxagdo vibracional para um nivel
vibracional de menor energia do que no estado eletronico final.

> Fluorescéncia: trata-se da emissdo de fotons originada pelo

decaimento de S1 — S0. A emissdo de fluorescéncia ocorre a partir de S1 e nao
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depende do comprimento da onda de excitagdao (considerando que somente existe
uma espécie no estado fundamental). A energia entre SO e S1 ¢ geralmente a
mesma para a absor¢do e para a fluorescéncia. No entanto, o espectro de
fluorescéncia localiza-se em comprimentos de onda maiores (com energia mais
baixa) em relacdo ao espectro de absorc¢do, devido a perda de energia no estado
excitado (relaxacdo vibracional). De acordo com a regra de Stokes, o
comprimento da onda de emissdao de fluorescéncia deve ser sempre maior que o
da absor¢do. Entretanto, na maioria dos casos, o espectro de absorcdo se
sobrepoOe parcialmente ao espectro de fluorescéncia, ou seja, uma fragao de luz ¢
emitida em comprimento de onda menor que a luz absorvida parecendo estar em
contradigdo com o principio da conservacao da energia. Isso pode ser explicado
pelo fato de que em temperatura ambiente, uma pequena fragdo de moléculas esta
num nivel vibracional maior que o nivel tanto no estado fundamental como no
estado excitado. Essa violacao da lei de Stokes desaparece a baixas temperaturas.

> Cruzamento Intersistema CIS: é uma transi¢do proibida, nao-
radiativa entre dois niveis vibracionais de mesma energia, que pertencem a
estados eletronicos de multiplicidades diferentes (S1 — Ti). 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 relaxacdo 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.
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> Fosforescéncia: corresponde ao decaimento de um estado excitado
tripleto (T1) para um estado de menor energia (So), a qual € proibida por regra de
spin, mas pode ser observada devido ao acoplamento spin-orbita (Figura 12).
Durante esse processo, que € mais curto em relacdo a fluorescéncia, ocorrem
numerosas colisdes entre moléculas que favorecem o cruzamento intersistema e a
relaxacao vibracional em So.

A Figura 11 representa a diferenca dos estados excitados da Fluorescéncia

e Fosforescéncia.

Fluorescéncia Fosforescéncia

Estado Estado Excitado Singleto Estado Excitado
Fundamental Tripleto

Figura 11. Diferenca dos estados excitados nos fenémenos de fluorescéncia e
fosforescéncia.

Cada tipo de interacdo entre a radiacdo eletromagnética e a matéria, possui
caracteristicas Unicas e cada espectro de emissao fornece informagdes distintas
sobre a mesma molécula. No presente estudo, serd abordada as informagdes

referente a técnica de fotoluminescéncia.
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ILILVI. FOTOLUMINESCENCIA EM MICRORGANISMOS

Uma das principais caracteristicas das técnicas de espectroscopia em
relacdo a outras técnicas de caracterizacdo de materiais € o seu carater nao
destrutivo (Rodrigues & Galzerani, 2012). Isso permite que organismos sejam
estudados sem que ocorra a morte celular. Além disso, a fotoluminescéncia pode
fornecer informagdes e caracteristicas do microambiente ao redor da molécula
excitada devido a interacao dessa molécula com o seu entorno imediato. Devido
certas caracteristicas como, alta sensibilidade, especificidade da emissao de
radiacdo caracteristica do microentorno/microambiente, e capacidade de fornecer
informagdo em tempo real, a fotoluminescéncia se apresenta como uma técnica
promissora para utilizagdo em sistemas biologicos, como, por exemplo, na
deteccdo de microrganismos.

Virias técnicas de detecc¢ao de bactérias patogénicas envolvendo a luz tem
sido motivo de estudos a muito tempo. Essas técnicas envolvem: guia de onda
dielétrica monomodo (Sloper et al.,, 1990; Lukosz et al., 1991), ressonancia
plasmoénica de superficie (Pollard-Knight et al., 1990; Karlsson et al., 1991;
Bringham-Burke et al., 1992; Medina et al., 1997; Frat Amico et al., 1998),
elipsometria (Nakamura et al., 1991; Swenson, 1993), o espelho ressonante
(Watts et al., 1994) e interferdmetro (Schneider et al., 1997). Entretanto, a
técnica de fluorescéncia pode ser usada para detecgdo direta de bactérias
patogénicas. Uma mistura de produtos metabolicos fluorescentes ¢ detectada

quando a amostra ¢ irradiada com luz ultravioleta (UV) (Ivnitski et al., 1999).
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ILILVII. SENSORES E BIOSSENSORES

Sensor ¢ qualquer dispositivo que seja sensivel a alguma forma de energia
(ex. térmica, cinética, luminosa) e seja capaz de relacionar essa energia com a
grandeza fisica que queremos medir. Normalmente o sinal gerado ndo ¢
suficiente para analise direta e precisa ser manipulado por um sistema antes que
possa ser lido e analisado.

Os sensores podem ser dos mais diversos tipos, tanto analogicos quanto
digitais. Com o avanco da eletronica e dos circuitos microeletromecanicos esses
dispositivos tem se tornado cada vez menores, precisos € presentes no nosso dia-
a-dia.

Os sensores que utilizam a luz, como os sensores fotoelétricos, sdo
sensores que permitem uma deteccdo mais rapida que os sensores mecanicos pois
ndo possuem partes moveis, ndo desgastam e ndo quebram. Esses sensores
opticos baseiam-se nos processos de interagdo entre luz e matéria. A detecg¢do da
radiacdo absorvida, refletida ou dispersa por um material ou composto permite
determinar a relacdo entre o composto que queremos detectar e o sinal gerado
(Sari et al, 2015). Dessa forma, possuem uma infinidade de aplicagdes nos mais
diversos setores, dentre eles no setor industrial. Uma aplicagdo dos sensores
opticos ¢ na determinacdo da concentragdo de sedimentos nos rios que ¢
fundamental para o gerenciamento das bacias hidrograficas e na execucdo de
obras de engenharia hidraulica (Sari et al, 2015).

O fotoresistor (LDR) ¢ um dispositivo que permite a deteccao quantitativa

da luz. Este apresenta resisténcia elétrica variavel e dependente da intensidade de
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luz que incide sobre ele. A figura 12 ilustra um fotoresistor. Quando a luz atinge
o fotoresistor, a resisténcia deste diminui e permite a passagem de corrente
elétrica. Quanto maior for a intensidade de luz, menor serd a resisténcia e
portanto, maior a corrente. Assim € possivel relacionar o valor da corrente com a

intensidade de luz que atinge o fotoresistor.

Substancia sensivel a luz
(Sulfeto de Cadmio)

|

Simbolo

do fotoresistor //

~— Capsula plastica

— Terminais

Figura 12. Simbolo e estrutura de um fotoresistor (Fonte: http://www.dreaminc.com.br
/sala_de_aula/ldr-fotoresistor/)

Os biossensores sdao dispositivos que utilizam um componente bioldgico
(bactéria, fungos, células, DNA, etc) na deteccdo da molécula alvo. Esses
dispositivos tém sido muito pesquisados atualmente, principalmente devido a sua
sensibilidade e especificidade com a molécula alvo. Por isso, tem se mostrado
uma grande ferramenta na deteccdo e monitoramento dos mais diversos alvos
(WANG 2000).

Conforme ilustrado na figura 13, os trés componentes principais de um
biossensor sdo o componente bioldgico, o transdutor e a unidade processadora. O
componente bioldgico ¢ o elemento de reconhecimento da molécula alvo e ¢

escolhido de acordo com a molécula a ser detectada. Esse componente pode ser

56



bactéria, enzimas, células, DNA, tecidos, anticorpos, etc., desde que consiga de
alguma forma detectar a presenca da molécula alvo. O transdutor de sinal ¢ a
maneira com que o sinal sera detectado de acordo com o tipo de sinal que esse
componente bioldgico ira gerar na presenga da molécula alvo. Por exemplo, se,
na presenga de determinada molécula alvo ocorre uma reagdo que gere uma
diferenga de cargas, a deteccdo ¢ possivel através de um eletrodo. O sinal pode
ser também a mudanga de pH, variagdo de calor, emissdo de luz e mudanca de
massa do sistema. Apds a deteccdo e geracdo do sinal, este passa para uma
unidade processadora de sinal que ird tratar o sinal gerado anteriormente e

transforma-lo em um sinal elétrico que possa ser analisado posteriormente.

- ) Unidade
Analito-alvo = g Elemento de  Transdutor processadora
) reconhecimento B) de sinal (C)
(componente
bioldgico) (A)

Figura 13. Principais componentes funcionais de um biossensor. A detec¢do da molécula alvo ¢
feita por um componente bioldgico que gera um sinal (A), o qual é convertido (B) e processado
(C) (Calil & Silva, 2011).

O aspecto mais importante para se obter o sinal ¢ o uso de componentes
bioativos desenvolvidos de maneira que possam ser monitorados adequadamente
(MUKHERIJEE, 2015). Nesse aspecto as enzimas apresentam uma grande

vantagem. Elas apresentam uma grande afinidade com o substrato e o sinal pode
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ser gerado de diversas maneiras, como por exemplo, pela formagao dos produtos,
varia¢do na quantidade de substrato, conversdo de coenzimas, etc.

Esses dispositivos sdo altamente sensiveis, mas ndo sdo faceis de serem
desenvolvidos. Além disso, apresentam algumas dificuldades no uso em
biossensores. A pouca estabilidade a longo prazo e a dificuldade na imobilizagdo
das biomoléculas sdo alguns fatores limitantes no uso desses dispositivos em
larga escala.

Alguns critérios devem ser mantidos para o desenvolvimento do
biossensor. O primeiro deles ¢ que o biossensor nao deve interferir com a
comunidade microbiana presente na regido especifica onde serd utilizado.
Segundo, ele nao deve interferir com as condi¢des ambientais. Deve somente ser
“reativo” com as moléculas alvo. E terceiro, o biossensor ndo deve ser toxico ao
meio ambiente. Dessa maneira, podemos perceber que as condigdes ambientais
devem ser mantidas inalteradas, enquanto que somente a deteccdo das moléculas
alvo € o que importa, e essa detec¢do ndo deve de forma alguma interferir ou
alterar o meio ambiente (Ivnitski et al., 1999; Leonard et al., 2003; Kulagina et
al., 2005; Deisingh & Thompson, 2004; Mannoor et al., 2010; Tenenbaum &
Segal, 2015). A utilizacdo de biossensores Opticos na deteccdo de bactérias tem
sido motivo de estudos a varios anos. Essa técnica geralmente envolve o uso de
receptores, acidos nucleicos ou anticorpos e um transdutor apropriado (Ivnitski et
al., 1999). Os estudos com base na utilizacdo de transdutores Opticos buscam
encontrar um sistema analitico mais robusto, de facil utilizagdo, portatil e barato

(Leonard et al., 2003). A utilizacdo da fluorescéncia como elemento de
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transducao do biossensor tem sido avaliada. Proteinas fluorescentes podem ser
adicionadas ao transdutor gerando um sinal luminoso na preseng¢a da molécula

alvo (Dacres et al., 2013).
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III. MATERIAIS E METODOS

IILI. PREPARO DA SOLUCAO DO PEPTIDEO POLYCERRADIN

O extrato total (ET) concentrado, proveniente do caldo de fermentacao da
espécie bacteriana P. polymyxa RNC-D, teve o pH ajustado no valor 9,0
adicionando-se volumes necessarios de solu¢des de HCl ou NaOH 5M. Esse
valor de pH apresentou uma maior concentracdo de lipopeptideos na fase
organica. Posteriormente foi aplicado um sistema de duas fazes (parti¢ao liquido-
liquido) para obtencao do ELP (figura 14), de acordo com a metodologia descrita
por Folch et al. (1957). Na sequéncia, 4 ml de ET concentrado foram adicionados
a 80 ml de cloroférmio/metanol (2:1 v/v); a mistura foi homogeneizada durante 3
min. Em seguida foram adicionados 2 ml de dgua a mistura, e mantida sob
agitacdo constante durante 3 minutos. Para separacdo das fases, a mistura foi
centrifugada (3.500 g/5 min). A fase aquosa (FA) foi entdo retirada e os residuos
de solventes organicos removidos em evaporador rotativo a vacuo, restando a

fase organica e a interface que formam o ELP.

Fase aquosa (FA)

Interface “J

: f— ELP
Fase organica _

Figura 14. Sistema de duas fases utilizado para obtengdo do ELP a partir do ET (Serrano, 2014).
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IIL.II. PREPARO DAS SUSPENSOES-TESTE MICROBIANAS

Os microrganismos analisados foram Dbactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212,
bactérias Gram-negativas Escherichia coli ATCC 29212 e Shigella sonnei ATCC
1578, e os fungos Candida albicans ATCC 10231, Colletotrichium
gloeosporioides ABO1 e Fusarium subglutinans ABX01. As cepas utilizadas
pertencem ao Laboratorio de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB),
Departamento de Morfologia e Patologia, Universidade Federal de Sao Carlos.

As cepas encontravam-se criopreservadas, e para reativacao utilizou-se um
volume de 10 pl de cultivo de cada microrganismo que foi plaqueado em meios
de cultivo seletivos agar sal manitol (S. aureus), dgar Enterococos (E. faecalis),
eosina azul de metileno (E. coli), agar S-S (S. sonnei) e agar Saboraud (C.
albicans), BDA (C. gloeosporioides e F. subglutinans). As placas foram
incubadas a 37°C/24 h e ap6s o periodo de incubagdo, coldnias tipicas dos
microrganismos foram repicadas em placas de agar TSA (tryptcase soy agar), e
incubadas novamente sob as mesmas condigdes. Colonias isoladas foram
transferidas para tubos contendo solugdo salina 0,85%, e a densidade oOptica ([
600 nm) da suspensdo celular foi ajustada até atingir a concentrag¢do de 1,0 x 10°
UFC/ml (para bactérias) e 5,0 x 10° UFC/ml (para os fungos), conforme as

normas CLSI (2011).

61



As suspensdes microbianas foram transportadas até o Laboratorio de
Semicondutores, Departamento de Fisica, UFSCar, em caixa isotérmica com

gelo.

IILIII. OBTENCAO DOS ESPECTROS DE FOTOLUMINESCENCIA

Esta etapa da pesquisa foi realizada no Laboratério de Raman
(Departamento de Fisica, UFSCar), o qual estd sob supervisio do Prof. Dr.
Ariano de Giovanni Rodrigues. Para deteccdo da fotoluminescéncia foi utilizado
um espectrometro com trés grades de difragdo da marca Jobin Yvon, modelo
T64000, equipado com microscopio (Figura 15). O sistema de detec¢do conta
com uma camera CCD (charge coupled device) que ¢ refrigerada por nitrogénio
liquido. A fonte de excitacao utilizada foi um laser de argéonio com emissao em

457 nm (violeta).
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Figura 15. Imagem do equipamento experimental utilizado neste trabalho para o estudo da
fotoluminescéncia, pertencente ao Grupo de Semicondutores do Departamento de Fisica da
UFSCar.

A figura 16 representa esquematicamente a montagem experimental
utilizada para a obtencao dos dados de fotoluminescéncia deste trabalho.

Monocromador 1

Laser Ar, A=457 nm ?

Detector
(Charge coupled |}
device/CCD)

ﬂ Monocromador-2 Microscépio

amostra em lamina
de vidro

amostra em
criostato

éptico

Computador

Figura 16. Montagem experimental utilizada neste trabalho para o estudo da fotoluminescéncia.
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O laser de argonio gera um feixe de luz que € refletido através de espelhos
até atingir a amostra (Figura 17). Como ¢ possivel observar na figura 16 sao
utilizados dois monocromadores. O primeiro ¢ utilizado para conseguir o
estreitamento da linha de luz que vai atingir a amostra (Figura 18). O segundo
monocromador analisa a radiacdo de fotoluminescéncia emitida pela amostra

enviando as informagdes para o computador.

(a) (b)

Figura 17. (a) Geracdo ¢ desvio da luz de laser de argonio; (b) Ingresso do feixe de laser no
primeiro monocromador.

Figura 18. Imagem do primeiro monocromador, utilizado para conseguir o estreitamento do
feixe de luz laser utilizado no estudo do fendomeno de fotoluminescéncia.
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Esse sistema permite a andlise de amostras em temperatura ambiente e
também em baixas temperaturas, proximo do zero absoluto (T=0K). Na analise
das amostras a temperatura ambiente, estas foram depositadas sobre uma lamina
de vidro, como foi realizado no presente estudo (Figura 19). No presente trabalho
também foram analisadas algumas amostras em temperaturas proximas a 0°C (£

273K).

(a) (b)

Figura 19. (a) Amostra montada no microscopio em lamina de vidro; (b) feixe de laser incidindo
sobre a amostra montada na lamina de vidro no microscopio.

Os espectros de fotoluminescéncia foram obtidos da seguinte maneira:
inicialmente a suspensao celular microbiana (50ul) foi avaliada pura, ou seja,
contendo somente o microrganismo na concentragao padrdo. Em seguida foi
adicionado o ELP (20ul) e entdo avaliou-se a emissdo fotoluminescente
imediatamente (t=0) apds a mistura (microrganismo + ELP).

Complementarmente, os microrganismos C. albicans, E. coli e S. aureus
foram analisados a temperatura de 273K. Tais amostras microbianas foram
mantidas em gelo durante aproximadamente 30 minutos até que atingissem a
temperatura desejada. Entdo foi analisado o espetro do microrganismo puro e da

mistura (microrganismo + ELP) no tempo t=0.
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Para os microrganismos E. coli e S. aureus foram analisadas também
amostras destas bactérias com ELP num intervalo de tempo de 15 minutos apés a
mistura (t=15).

Para E. coli foi analisada amostra com o dobro da concentragdao padrao do
microrganismo puro € da mistura (microrganismo + ELP) nos t=0 e t=15.

A suspensdao microbiana e o peptideo foram homogeneizados durante 10
segundos sobre a superficie da lamina antes de cada andlise da mistura

microrganismo + ELP.

IILIV. TRATAMENTO DOS DADOS OBTIDOS

Os espectros de fotoluminescéncia obtidos foram normalizados em relagado

ao pico estreito, comum a todas as curvas, utilizando o programa Origin versdao

9.0

IILV. PROPOSTA DE ELABORACAO DO SENSOR

Foi proposta a construgdo de um sensor optico, conforme demonstrado

esquematicamente na figura 20.
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Figura 20. Esquema proposto com os principais componentes do sensor optico.

O sensor ¢ composto basicamente por materiais de facil aquisicdo no
mercado, quais sejam: uma fonte de excitagdo (LED), um filtro optico e um
resistor dependente de luz (LDR), utilizado como detector. Além desses
componentes, existe ainda um conjunto de componentes eletronicos formando o
circuito que permite o correto funcionamento do sensor. A figura 21 demonstra

esquematicamente o circuito eletronico utilizado.

: +:f
Rele I :é l{:
LDR

5 ) TR1

E

44

'
Figura 21. Esquema de ligacdo dos componentes eletronicos.
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A luz de excitacdo (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 apds o filtro, consegue detectar a luz vermelha que passou pelo

filtro.

II1.VI. COMPONENTES DO SENSOR

IILVLIL FONTE DE EXCITACAO

Como fonte de excitagdo, foram testados trés tipos de fontes de luz
facilmente encontrados no mercado:

- LED monocromatico (figura 22)

- Médulo LED RoHS 5050-3LED (figura 23)

- Laser (figura 24)

.
>

o

Figura 22. LED monocromatico utilizado na montagem do dispositivo
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Figura 23. Modulo LED utilizado na montagem do dispositivo

Figura 24. Caneta Laser (A=405 nm) utilizada na montagem do dispositivo.

HIL.VLIIL FILTRO

Na montagem do sensor foi utilizado o filtro passa-baixa (passa-banda)

BP660 MidOptic, demonstrado na figura 25.

Figura 25. Filtro passa-faixa utilizado na montagem do dispositivo
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Esse filtro permite a passagem de luz entre A=680-720, (faixa do
vermelho), conforme demonstrado no datasheet disponibilizado no site do

vendedor (figura 26).
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Figura 26. Perfil de transmissdo do filtro passa-faixa utilizado na montagem do dispositivo. A
transmissdo de luz pelo filtro ocorre somente entre A=625-720 nm.

IIL.VLIII. DETECTOR (LDR)
O detector (LDR) utilizado foi retirado de uma fotocélula utilizada para

acendimento de luz ambiente na auséncia de luz natural (figura 27).

Figura 27. Resistor dependente de luz (LDR) utilizado na montagem do dispositivo.

70



IILVIL. CARACTERIZACAO DOS COMPONENTES DO SENSOR

ILVILL FONTE EXCITACAO

Para caracterizagdo das fontes de emissao foi utilizado um espectrometro
portatil RoHS, modelo VIS-100 (Figura 28) acoplado ao computador. A ponta
de detecgdo conectada através de uma fibra dptica até o espectrOmetro transmite
a luz da fonte de excitagao até o detector. Os dados sdo entdo visualizados na tela
do computador. Essa configuragdo permite verificar o comprimento de onda da

fonte de luz.

Figura 28. Espectrometro utilizado para caracterizagdo da fonte de excitacdo utilizada na
construgdo do sensor.

As trés fontes de excitagdo estdo na regido do violeta-azul, como pode ser
observado nos espectros demonstrado nas figuras 29, 30 e 31. O laser apresenta

uma curva mais estreita fornecendo uma luz mais monocromatica (A=405 nm).
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Figura 29. Espectro de emissdo do LED utilizado na montagem do prototipo.
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Figura 30. Espectro de emissdo da placa de LED utilizada na montagem do protétipo.
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Figura 31. Espectro de emissao do laser utilizado na montagem do prototipo.

As intensidades de emissdo de cada fonte de excitacdo foram medidas

utilizando um medidor de poténcia da empresa Coherent (figura 32).

Figura 32. Medidor de poténcia (low power meter) utilizado na medigao da intensidade de
emissdo das fontes de excitagao.

A fonte de excitagdo com maior intensidade detectada ¢ o laser (8mW),

seguido pela placa LED (513 uW) e o led (220 uW).
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IIL.VILIIL FILTRO

Para caracterizagcdo do filtro foi utilizado o espectrometro UV-Vis-NIR
Varian Cary 5000, da Agilent Technologies (Figura 33). O equipamento realiza
uma varredura no espectro eletromagnético com dois feixes (um passando pelo
filtro e outro nao) comparando a intensidade dos dois feixes, possibilitando a
determinagao da transmitancia do filtro. Foi coletado o espectro de transmitancia

do filtro em relagdo ao comprimento de onda de emissao (figura 34).

Filtro éptico passa-faixa

Figura 33. Espectrometro utilizado na caracterizagdo do filtro optico (A) montagem geral; (B)
detalhe do compartimento onde € colocado o filtro para analise.
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Figura 34. Espetro de transmitancia do filtro utilizado no prototipo, A) coletado
experimentalmente utilizando o espectrometro ¢ B) disponibilizado pelo vendedor do filtro. A
transmitancia do filtro analisada pelo espectrometro estd na mesma faixa de comprimento de
onda do datasheet disponibilizado pelo vendedor.

As fontes de excitacao utilizadas estao na faixa de A=405-461 nm. O filtro

utilizado ndo permite a passagem de luz nessa regido, conforme pode ser

observado na figura 35.
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Figura 35. Detalhe do espectro de transmitancia do filtro utilizado no protétipo. Na faixa entre
A=405-461 nm (faixa de emissdo das fontes de excitacdo) a transmitancia do filtro ¢ nula.
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A confirmac¢ao do bloqueio do filtro na regido de emissao das fontes de

excitacao utilizadas foi verificada utilizando a fonte de excitagdo, o filtro ¢ o

espectrometro portatil conforme demonstrado na figura 36. Quando colocado o

filtro na direcdo da luz da fonte de excitagdo, nao foi possivel detectar nenhum

espectro de emissao, confirmando que o filtro bloqueou totalmente a luz da fonte

de excitagdo.

Fonte de excitagao

A) Fibra 6ptica
il C] — Espectrometro L’
Processador
B) Fibra dptica
14 — Espectrémetro @<
Processador

Figura 36. Esquema de montagem de aparato para confirmagao da eficiéncia do filtro passa-

Fonte de excitagao

faixa. A) Com o filtro entre a luz da fonte de excitacdo e o detector (fibra-Optica), ndao foi

possivel detectar o espetro da luz da fonte de excitacdo. B) Ao retirar o filtro passa-faixa, foi
possivel obter o espectro da luz da fonte de excitagdo.
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IV. DADOS E RESULTADOS

IV.I. ESPECTROS DE FOTOLUMINESCENCIA
Os espectros de fotoluminescéncia obtidos no espectrometro, modelo

T64000, para cada amostra, estdo apresentados a seguir:

IV.1.1. Candida albicans

A Figura 37 apresenta o espectro de fotoluminescéncia do fungo Candida
albicans puro e da mistura: Candida albicans + ELP (dados ndo normalizados).
E possivel notar a presenga de dois picos de emissido para o fungo (curva preta).
O pico da esquerda, mais intenso e estreito, esta localizado em torno de 538 nm,
e o pico mais largo esta localizado em torno de 750 nm. Apds a adi¢ao do ELP
percebemos a supressdao do pico largo (curva vermelha) permanecendo somente
um pico que se sobrepde ao pico estreito, porém ligeiramente mais largo.

ApoOs a normalizagdo da intensidade curvas espectrais em relagdo ao pico
coincidente em torno de 538 nm, fica ainda mais evidente a supressdo do pico
largo apos a adi¢ao do ELP (figura 38).

Foram analisados também os espectros de luminescéncia para o fungo
com T=273K (figura 39). Para isso, ele foi mantido em gelo por
aproximadamente 30 minutos até a estabiliza¢ao da temperatura. Podemos notar
0 mesmo pico estreito em torno de 538 nm para o fungo puro. Porém, o pico
largo aparece em torno de 700 nm, diferente de quando o fungo estd a
temperatura ambiente. Apds a adi¢do do ELP percebemos um consideravel
aumento na intensidade de emissdo em torno de 538 nm (pico estreito) e um

alargamento do pico, porém ainda sdo coincidentes.
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Os dados normalizados sio apresentados na figura 40. E possivel notar
que os picos estreitos do fungo puro e apds a adicao do ELP sdo coincidentes e o
pico largo ¢ suprimido apds a adi¢do do ELP.
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Figura 37. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Candida albicans pura (curva preta)

e apods a adigdo do ELP (curva vermelha) para dados ndo normalizados. Nota-se a supressdo
total do pico a direita ap6s a adi¢do do ELP.
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Figura 38. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Candida albicans pura (curva preta)
e apos a adicdo do ELP (curva vermelha) para dados normalizados em relagdo ao valor do pico
a direita. Nota-se a supressao total do pico a direita ap6s a adi¢do do ELP.
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Figura 39. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Candida albicans pura (curva preta)
e apos a adi¢do do ELP (curva vermelha) com t=273K para dados ndo normalizados. Nota-se a
supressao total do pico a direita ap6s a adi¢ao do ELP
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Figura 40. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Candida albicans pura (curva preta)

¢ apos a adi¢do do ELP (curva vermelha), com T=273K, para dados normalizados em rela¢do ao
valor do pico a direita. Nota-se a supressao total do pico a direita apos a adi¢cdo do ELP
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IV.1IL. Colletotrichium gloeosporioides

O espectro de luminescéncia para o fungo Colletotrichium esta
representado na figura 41 para o fungo puro (curva preta) e ap6s a adigdo do ELP
(curva vermelha). Para o fungo puro percebemos um pico estreito em torno de
538 nm e outro pico largo em torno de 700 nm. Neste caso, o pico largo
apresenta intensidade maior que o pico estreito. Apds a adi¢do do ELP o pico
largo em torno de 700nm ¢ totalmente suprimido, permanecendo o pico estreito

que se apresenta ligeiramente mais largo.

Apo6s a normalizagdo das curvas em relagdo ao pico estreito que sdo
sobrepostos, fica ainda mais evidente a supressdo total do pico largo apos a

adicao do ELP (Figura 42).
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Figura 41. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Colletotrichium pura (curva preta) e

apos a adicdo do ELP (curva vermelha), para dados ndo normalizados. Nota-se a supressao total
do pico a direita apods a adigdo do ELP.
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Figura 42. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Colletotrichium pura (curva preta) e
apos a adicao do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relagdo ao pico estreito (a
esquerda). Nota-se a supressao total do pico a direita apos a adicdo do ELP.
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IV.1.I11. Escherichia coli

A figura 43 apresenta o espectro de fotoluminescéncia para a bactéria
Escherichia coli pura (curva preta) e para a bactéria com a adi¢cdo de ELP (curva
vermelha). No espectro da bactéria pura (curva preta) € possivel notar a presenga
de um pico estreito em torno de 538 nm e outro pico largo em torno de 700 nm.
O pico estreito apresenta maior intensidade em relagdo ao pico largo. Apos a
adi¢do do ELP, o pico estreito permanece em 538 nm, porém ligeiramente mais
largo, e o pico largo ¢ totalmente suprimido. A normalizacdo das curvas em
relagdo ao pico estreito permite uma melhor visualizagdo da supressao do pico
largo apos a adi¢ao do ELP (figura 44).

Para a bactéria E. coli também foi analisado o espectro de
fotoluminescéncia da bactéria pura e da bactéria com adicdo do ELP, com o
dobro da concentragdao padrdo utilizada nas outras andlises. Os espectros com os
dados ndo normalizados estdo apresentados na figura 45. E possivel notar que os
picos estreitos sdo coincidentes tanto para a concentracao padrdo quanto para o
dobro da concentracdo. Isso fica ainda mais evidente apds a normaliza¢do das
curvas em relacdo ao pico estreito (figura 46). Nota-se também que a intensidade
do pico largo ¢ maior quando a concentracao ¢ o dobro da concentragao padrao.
Ap6s a adicdo do ELP as curvas sdo idénticas para as duas concentracdes.

Foi analisado ainda o espectro de emissdao fotoluminescente apos 15
minutos da adicdo do ELP na bactéria com o dobro da concentragdo padrdo
(figura 47). Percebemos que as curvas referentes as medidas logo apos a adicao

do ELP e apo6s 15 minutos da adicdo do ELP sdo exatamente iguais (figura 47,
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curvas vermelha e azul), ocorrendo a supressdo do pico largo logo apds a adigao
do ELP e assim permanecendo apds 15 minutos. A Figura 48 apresenta as curvas
dos espectros normalizados em relacdo ao pico estreito para a bactéria pura com
o dobro da concentracdao (curva preta), bactéria com o dobro da concentragao +
ELP (curva vermelha) e bactéria com o dobro da concentragdao + ELP apos 15
minutos (curva azul).

A avaliagdo da influéncia da temperatura no espectro de emissdo da
bactéria E. coli ¢ apresentada na figura 49. Percebe-se o pico estreito em torno de
538 nm e o pico largo em torno de 700 nm. Neste caso, o pico largo apresenta
intensidade consideravelmente maior em relagdo ao pico estreito. Para os dados
nao normalizados, nota-se que o pico largo diminui consideravelmente apds a
adicado do ELP (figura 49, curva vermelha), porém ainda percebemos uma
discreta curva em torno de 700 nm. Com os dados normalizados em relacao ao
pico estreito a diferenca na intensidade do pico largo fica mais evidente

(figura50).
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Figura 43. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de E. coli pura (curva preta) e apds a
adicao do ELP (curva vermelha), para dados ndo normalizados. E possivel notar a supressao
total do pico a direita ap6s a adi¢do do ELP.
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Figura 44. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de E. coli pura (curva preta) e apos a
adi¢do do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relac@o a intensidade relativa do
pico estreito (a esquerda). E possivel notar a supressao total do pico a direita apos a adi¢do do
ELP.
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Figura 45. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de E. coli pura (curva preta), apos a
adicdo do ELP (curva vermelha), pura com o dobro da concentragdo padrio (curva azul) e
amostra com o dobro da concentragdo apos a adi¢do do ELP (cuva rosa), para dados nao
normalizados. As curvas contendo amostra pura, com concentragdo padrdo (curva preta) e com
o dobro da concentragdo padrdo (curva azul), possuem o mesmo padrdo, com pico a direita, em
torno de A=700 nm. Apds a adicdo do ELP ¢ possivel notar a supressao total do pico e o padréo
permanece 0 mesmo para as duas concentragdes.
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Figura 46. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de E. coli pura (curva preta), apos a
adicao do ELP (curva vermelha), pura com o dobro da concentragdo padrio (curva azul) e
amostra com o dobro da concentracdo apos a adi¢do do ELP (cuva rosa), para dados
normalizados em relacdo ao maximo de intensidade relativa (pico a esquerda). As curvas
contendo amostra pura, com concentragdo padrao (curva preta) e com o dobro da concentracao
padrio (curva azul), possuem o mesmo padrdo, com pico a direita, em torno de A=700 nm, mas
a intensidade com o dobro da concentra¢do ¢ maior. Apds a adigdo do ELP ¢ possivel notar a
supressao total do pico e o padrdo permanece o mesmo para as duas concentragdes.

85



—E. coli
800 4 ——E. o +ELP
——E. coli + ELP (15min.)

Intensidade (u.a.)

T L T
- - -~
V' V' =10

Comprimento de onda (%)

Figura 47. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de E. coli pura (curva preta), apos a
adic¢do do ELP (curva vermelha) e t=15min apos a adi¢do do ELP, para dados ndo normalizados.
A curva contendo amostra pura possui picos em torno de A=550 nm ¢ A=700 nm. Apos a adigdo
do ELP ¢ possivel notar a supressdo total do pico a esquerda (A=700nm) em t=0 (curva
vermelha) e t=15min.
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Figura 48. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de E. coli pura (curva preta), apos a
adi¢do do ELP (curva vermelha) e t=15min apds a adi¢do do ELP, para dados normalizados em
relagdo ao pico estreito em torno de A=550 nm. A curva contendo amostra pura possui picos em
torno de A=550 nm ¢ A=700 nm. Apds a adi¢do do ELP ¢ possivel notar a supressdo total do
pico a esquerda (A=700nm) em t=0 (curva vermelha) e t=15min.
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Figura 49. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de E. coli pura (curva preta) e apos a

adicdo do ELP (curva vermelha), com T=273K, para dados ndo normalizados. E possivel notar a
supressao quase total do pico a direita, em torno de A=700 nm, apos a adicdo do ELP.
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Figura 50. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de E. coli pura (curva preta) e apds a
adicdo do ELP (curva vermelha), com T=273K, para dados normalizados em rela¢do ao pico
estreito (a esquerda). E possivel notar a supressdo quase total do pico a direita, em torno de
A=700 nm, apos a adi¢do do ELP.
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IV.1.IV. Enterococcus faecalis

Os dados de fotoluminescéncia para a bactéria Enterococcus faecalis estao
apresentados na figura 51 tanto para a bactéria pura (curva preta) quanto para a
bactéria com adi¢do do ELP (curva vermelha). Percebemos um pico estreito em
torno de 538 nm tanto para a bactéria pura quanto para a bactéria com a adigdo
do ELP. Percebemos também um pico largo em torno de 750 nm para a bactéria
pura que ndo aparece apds a adicdo do ELP. Com os dados normalizados em
relagdo ao pico estreito (figura 52) percebemos mais claramente a supressao do
pico largo apo6s a adi¢ao do ELP.

O pico estreito, coincidente tanto na amostra de bactéria pura quanto na

amostra de bactéria com ELP, apresenta-se mais largo na amostra contendo ELP.
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Figura 51. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Enterococcus F. pura (curva preta) e
apos a adicdo do ELP (curva vermelha), para dados ndo normalizados. E possivel notar a
supressao total do pico a direita, em torno de A=750 nm, apos a adigdo do ELP.
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Figura 52. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Enterococcus F. pura (curva preta) e
apos a adi¢do do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relagdo ao maximo valor
de intensidade relativa (pico a esquerda), em torno de A=550 nm. E possivel notar a supresso
total do pico a direita, em torno de A=750 nm, apods a adi¢do do ELP.
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IV.L.V. Fusarium subglutinans

Os dados de fotoluminescéncia obtidos para o fungo Fusarium
subglutinans estdo apresentados na figura 53. Para a amostra contendo somente o
fungo (curva preta), nota-se a presencga de um pico estreito em torno de 538 nm e
outro pico largo em torno de 700 nm. Apos a adicdo do ELP percebe-se a
supressao do pico largo (curva vermelha) que fica ainda mais evidente na figura

54, onde estdo apresentados os espectros de emissdo normalizados em relagdo ao

pico estreito.
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Figura 53. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Fusarium pura (curva preta) e apos a
adicao do ELP (curva vermelha), para dados ndo normalizados. E possivel notar a supressao
total do pico a direita, em torno de A=700 nm, apds a adigdo do ELP.
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Figura 54. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Fusarium pura (curva preta) e apos a
adi¢do do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relagdo ao valor maximo de
intensidade relativa (pico & esquerda). E possivel notar a supressdo total do pico a direita, em
torno de A=700 nm, apos a adi¢cdo do ELP.
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IV.L.VL. Staphylococcus aureus

Os espectros de fotoluminescéncia para a bactéria Staphylococcus aureus
pura (curva preta) e com adi¢do de ELP (curva vermelha) estdo representadas na
figura 55, onde nota-se a presenca de um pico estreito em torno de 538 nm na
bactéria pura, que permanece ap6s a adi¢gdo do ELP. O pico largo em torno de
750 nm, presente na bactéria pura, ¢ suprimido apos a adicdo o ELP (curva
vermelha). A normalizacdo, realizada em relacdo ao pico estreito (figura 56)
permite uma melhor visualizagdo da supressdo do pico largo apds a adicdo do

ELP.

A figura 57 apresenta um comparativo entre a bactéria pura, logo apds a
adicao do ELP e 15 minutos apds a adi¢cao do ELP. O pico estreito, em torno de
538 nm, ¢ coincidente nas trés curvas: bactéria pura, logo ap6s adi¢ao do ELP e
15 minutos apo6s a adicdo do ELP. O pico largo, em torno de 750 nm, presente no
espectro da bactéria pura, ¢ suprimido ap6s a adigdo do ELP (curva vermelha) e
permanece suprimido mesmo apds 15 minutos da adigdo do ELP (curva azul). A
normalizacdo das curvas em relacdo ao pico estreito permite observar que os
espectros de emissao da bactéria logo apds a adicdo do ELP e 15 minutos apos a
adicao do ELP sdo coincidentes, estando presente apenas o pico estreito (Figura
58).

Com a bactéria com T=273K, notamos a presen¢a dos picos de emissao
nos mesmos comprimentos de onda da bactéria em temperatura ambiente (figura

59). Tanto as curvas originais quanto as curvas normalizadas (figura 60) em
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relagdo ao pico estreito permitem identificar a supressdo do pico largo apds a

adi¢ao do ELP.

—— S. aureus
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Figura 55. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva
preta) e apds a adigcdo do ELP (curva vermelha), para dados ndo normalizados. E possivel notar
a supressao total do pico a direita, em torno de A=750 nm, apos a adi¢cdo do ELP.
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Figura 56. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva
preta) e apds a adigdo do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relacdo ao
maximo de intensidade relativa (pico a esquerda). E possivel notar a supressio total do pico a
direita, em torno de A=750 nm, apds a adi¢do do ELP.
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Figura 57. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva
preta), apo6s a adigdo do ELP em t=0 (curva vermelha) e t=15 (curva azul), para dados ndo
normalizados. E possivel notar a supressdo total do pico a direita, em torno de A=750 nm, logo
apos a adigdo do ELP (t=0). O espectro permanece inalterado apds 15 minutos (t=15).
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Figura 58. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva
preta), apos a adigdo do ELP em t=0 (curva vermelha) e t=15 (curva azul), para dados
normalizados em relagdo ao valor maximo de intensidade relativa (pico & esquerda). E possivel
notar a supressdo total do pico a direita, em torno de A=750 nm, logo apos a adi¢do do ELP
(t=0). O espectro permanece inalterado ap6s 15 minutos (t=15).
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Figura 59. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva
preta), apos a adi¢do do ELP (curva vermelha) em T=273K, para dados ndo normalizados. E
possivel notar a supressdo total do pico a direita, em torno de A=700 nm, ap6s a adi¢ao do ELP.
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Figura 60. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva
preta), apés a adicdo do ELP (curva vermelha) em T=273K, para dados normalizados em
relagio a0 maximo de intensidade relativa (pico a esquerda). E possivel notar a supressio total
do pico a direita, em torno de A=700 nm, apos a adi¢dao do ELP.
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IV.LVIL. Shigella sonnei

A figura 61 apresenta o espectro de fotoluminescéncia da bactéria Shigella
sonnei. A curva preta representa o espectro da bactéria pura enquanto a curva
vermelha apresenta o espectro apos a adi¢gio do ELP. E possivel notar que a
bactéria pura apresenta um pico estreito € mais intenso em torno de 538 nm e um
pico largo em torno de 750 nm. Para os dados ndo normalizados o pico largo
apresenta-se bem discreto. Apds a adicdo do ELP, o pico largo ¢ totalmente
suprimido permanecendo o pico estreito que se apresenta com intensidade
consideravelmente maior e ligeiramente mais largo que o pico estreito da bactéria
pura (curva preta). Apds a normalizacdo dos dados em relacdo ao pico estreito
(figura 62) o pico largo da bactéria pura (curva preta) torna-se mais evidente e

fica mais clara a supressao deste apos a adicdo do ELP (curva vermelha).
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Figura 61. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Shigella pura (curva preta), apos a
adicao do ELP (curva vermelha), para dados ndo normalizados. E possivel notar a supressao
total do pico a direita, em torno de A=750 nm, apds a adi¢do do ELP.
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Figura 62. Espectros de fotoluminescéncia para amostra de Shigella pura (curva preta), apds a
adi¢do do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relagdo ao maximo de
intensidade relativa (pico & esquerda). E possivel notar a supressdo total do pico a direita, em
torno de A=750 nm, apos a adi¢do do ELP.
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IV.LLVIII. COMPARATIVO DE TODOS MICRORGANISMOS
ESTUDADOS

Na Figura 63 estdo demonstrados os espectros de emissao de todos os
microrganismos estudados neste presente trabalho, normalizados em rela¢do ao
pico estreito. Podemos perceber que todos microrganismos apresentam um pico
estreito em A=538nm e um segundo pico largo que em alguns microrganismos
esta localizado em torno de A=700nm (curvas vermelha, verde e azul) e, em
outros, esta localizado em torno de A=750nm.

Apo6s a adigdo do ELP, os espectros de emissdo apresentam apenas um
pico, como pode ser visto na figura 64, onde sdo apresentados os espectros de
emissdo originais de todos os microrganismos contendo ELP. A figura 65
apresenta os espectros de emissao de todos microrganismos + ELP, normalizados
em relacdo ao pico estreito (A=538nm), ficando ainda mais evidente que, apos a

adicao do ELP, as curvas sdo idénticas independentemente do microrganismo.
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Figura 63. Espectros de fotoluminescéncia para todas as amostras puras (conforme legenda),

para dados normalizados em relagdo a intensidade relativa em torno de A=550 nm (pico a
esquerda), comum a todos microrganismos.
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Figura 64. Espectros de fotoluminescéncia para todas as amostras (conforme legenda) apos a
adicao do ELP, para dados ndo normalizados. O pico em torno de A=550 nm ¢ comum a todos
microrganismos, assim como a supressao do pico a direita.
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Figura 65. Espectros de fotoluminescéncia para todas as amostras (conforme legenda) apos a
adicao do ELP, para dados normalizados em relagdo ao valor maximo de emissdo em torno de
A=550 nm. O pico em torno de A=550 nm é comum a todos microrganismos, assim como a
supressao do pico a direita. Todas as curvas sdo equivalentes apos a adigdo do ELP.
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V.  PROTOTIPO
Para o desenvolvimento do sensor, os principais componentes utilizados
foram:
- Laser/LED azul (emissao em A=405 nm e A=461 nm)
- Filtro passa-faixa (A=680-720 nm)

- LDR (sensor de luz)

A figura 66 demonstra o sensor montado em um tripé, com o led de

excitagao ligado.

Fonte de

excitagdo (LED)

Caixa de protecao
da luz ambiente

Filtro passa-faixa

Circuito eletronico

Multimetro

Figura 66. Prototipo montado utilizando o LED como fonte de excitagao.
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Na figura 66 ¢ possivel visualizar a caixa de prote¢do para bloqueio da luz
ambiente, o led de excitacdo azul e o filtro passa faixa. Abaixo da caixa, estdo os
componentes eletronicos que formam o circuito eletronico. Foi ligado também
um multimetro digital para detec¢do do sinal quando da deteccdo do
microrganismo.

A figura 67 apresenta o interior da caixa de protecdo onde estdo
localizados o led de excitacdo, o filtro passa-faixa e, abaixo do filtro, o sensor

LDR.

Fonte de

excitagdo (LED)

Caixa de protecao
da luz ambiente

Filtro passa-faixa

Figura 67. Detalhe da caixa de protecdo do sensor onde estdo localizados o LED, o filtro passa-
faixa e o sensor de luminosidade LDR (localizado abaixo do filtro).
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A lamina, contendo a amostra, ¢ apoiada sobre o filtro passa-faixa. A luz
emitida pelo led primeiramente atinge a amostra. A presenca de microrganismos
na amostra faz com que apareca emissdo na faixa de A=700-750nm. O filtro
optico utilizado ¢ projetado de tal forma que permite somente a passagem de luz
entre A=680-720nm. Sendo assim, ao atingir o filtro, parte da luz ¢ filtrada,
passando somente a faixa de emissdo correspondente a presenca do
microrganismo na amostra. O detector LDR detecta entdo a luz que passou pelo
filtro, possibilitando a deteccdo de microrganismos na amostra. A confirmacao
da presenca de microrganismos ¢ feita utilizando o lipopeptideo Polycerradyn.
Ao adicionar o lipopeptideo, os microrganismos morrem € apos nova leitura da
amostra ndo ¢ possivel a deteccdo de luz pelo LDR pois na auséncia de
microrganismos, nao ¢ emitida luz na faixa de A=680-720nm. Assim, nenhuma
luz passa pelo filtro e o detector LDR nao detecta nenhuma luz.

Para o sensor proposto existem trés possibilidades que estdo descritas a
seguir.

a. Se ¢ feita uma primeira leitura (amostra sem ELP) e o detector
LDR detecta a luz emitida pela amostra, ¢ possivel que existam
microrganismos na amostra. Assim, ¢ adicionado o lipopeptideo
Polycerradin e, ap6s homogeneizacao ¢ realizada nova leitura.
Se nenhuma luz for detectada, fica comprovado a presenga dos
microrganismos que foram mortos apdés a adigdo do

lipopeptideo.
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b. Se na primeira leitura ndo ¢ detectada nenhuma luz pelo LDR, a
amostra estd livre de microrganismos, pois nenhuma luz
conseguiu passar pelo filtro.

c. Existem ainda a possiblidade de, na primeira leitura, ser
detectada luz e apos a adi¢ao do lipopeptideo ainda ser possivel
a detec¢do de luz. Nesse caso, ndo ¢ possivel afirmar a presenga
de microrganismos. Pode ser que algum outro composto
presente na amostra esteja emitindo a luz detectada ou pode ser
que a amostra nao tenha sido homogeneizada corretamente e

ainda restaram microrganismos vivos presentes na amostra.

O filtro utilizado na montagem do prototipo nao permite a passagem de
luz acima de A=720 nm. Dessa forma, permite somente a deteccdo dos
microrganismos que apresentam luminescéncia com pico em A=700 nm. Através
da andlise da transmitancia realizada no filtro passa-faixa, verificou-se que a
transmitancia do filtro nesse comprimento de onda (A=700 nm), ¢ somente 27%,
ou seja, somente 27% da luz que incide sobre o filtro nessa faixa, consegue
atravessa-lo, conforme demonstrado na figura 68. Assim, 73% da luz incidente ¢

bloqueada pelo filtro, ndo permitindo uma deteccao eficiente.
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Figura 68. Espectro de transmitincia do filtro passa-faixa. Detalhe para a transmitincia em

A=700 nm.

Para uma deteccao eficiente, o pico de transmitincia do filtro deve ser

coincidente com o pico de emissdo da amostra. A utilizagdo de um filtro

adequado possibilitaria uma detec¢do mais eficiente. Conforme demonstrado na

figura 69, para uma eficiéncia acima de 60% de transmitincia do filtro, a emissao

deve estar na faixa de A=629-690 nm.
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Figura 69. Espectro de transmitancia do filtro passa-faixa. Detalhe para faixa de comprimento

de onda com transmitancia acima de 60%.
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Uma vez que a faixa de emissdo de luminescéncia dos microrganismos
estudados esta fora da faixa de melhor transmitancia do filtro, a confirmag¢ao do
funcionamento do protétipo foi feita utilizando a clorofila. A clorofila, quando
excitada por uma fonte de luz azul (em torno de A=400-500 nm), emite
luminescéncia na faixa do vermelho, com pico em A=675 nm (Figura 70). A
figura 71 apresenta a clorofila com sua cor verde em luz ambiente (a esquerda) e
a fluorescéncia da clorofila (a direita), quando excitada com luz azul (A=461 nm)

apresentando emissao de luz vermelha.
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Figura 70. Fluorescéncia do extrato de clorofila com excitagdo em A=405 nm e A=532 nm.

Dessa forma foi possivel ajustar os componentes do sensor para melhor
eficiéncia, restando apenas a substituicdo do filtro passa-faixa por um com a

mesma faixa de emissao dos microrganismos.
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Figura 71. Extrato de clorofila em luz ambiente, apresentando coloragdo verde (A) e sob
excitacdo de luz azul (A=461 nm), apresentando fluorescéncia (B).

Inicialmente, com o sensor ligado sem a clorofila na lamina, ¢ possivel
verificar que a tensdo no multimetro ¢ 0V, indicando que nao houve detec¢ao
(Figura 72). Essa situacdo ¢ similar a uma amostra sem a presenca de

microrganismos.

Figura 72. Sensor com ldmina no interior da caixa de deteccdo, sem clorofila. A tensdo indicada
no multimetro € OV, indicando a auséncia de clorofila.
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Na sequéncia, a clorofila ¢ colocada sobre a lamina (Figura 73 A) e esta ¢
colocada dentro da caixa de detec¢do do sensor (Figura 73 B). A tensao mostrada
no multimetro ¢ de 12V, indicando a presenca da clorofila (situacdo semelhante a

amostra contendo microrganismos) (Figura 74).

Lamina com
clorofila

Figura 73. (A) Lamina contendo extrato de clorofila; (B) Detalhe da caixa de protecdo do sensor
com a lamina contendo clorofila em seu interior.

Figura 74. Sensor com lamina no interior da caixa de deteccdo, com clorofila. A tensdo indicada
no multimetro ¢ 12V, indicando a presenca de clorofila.
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VI. DISCUSSAO

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver um dispositivo para
deteccdo de microrganismos patogénicos que fosse de rdpida deteccdo (dentro de
poucos minutos), confiavel e de baixo custo. A utilizagdo da fotoluminescéncia
se mostrou uma técnica bem interessante por permitir a detec¢do praticamente
em tempo real. A Figura 63, onde estdo demonstrados todos os espectros de
fotoluminescéncia de todos os microrganismos estudados no presente trabalho,
demonstra claramente que os espectros possuem um pico que ¢ comum a todos
0s microrganismos, € estd localizado em torno de A=538nm, e outro pico que
para alguns microrganismo localiza-se em torno de A=700nm, e para outros esté
localizado em torno de A=750nm. Apds a adicdo do ELP apenas o pico estreito
em torno de A=538nm permanece, como pode ser observado nas figuras 64 ¢ 65.
O ELP causa a morte dos microrganismos através da abertura de “buracos” na
parede celular, fazendo com que o contetido das células “vazem” para fora da
célula causando a morte celular. A eficacia da a¢do do ELP sobre os
microrganismos foi comprovada através do trabalho de SERRANO 2014, onde
ficou comprovado que o ELP atua muito rapidamente causando a morte dos
microrganismos.

A adicdo do ELP foi feita de forma criteriosa afim de que a mistura ficasse
homogénea. Essa homogeneizacdo ¢ extremamente importante pelo fato de que
se nao for feita de forma adequada, alguma célula bacteriana pode nao entrar em

contato com o ELP e permanecer viva, fazendo com que os espectros de emissao
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fornecam dados incorretos. As bactérias e fungos possuem tamanhos variados
que vao de cerca de 0,5 pum até 5,0 um. Como o feixe de laser que ¢ emitido pelo
espectrofotdmetro possui cerca de 1-2um, esse feixe atinge apenas uma pequena
por¢do da amostra analisada contendo uma pequena quantidade de
microrganismos. Se a homogeneiza¢cdo nao for adequada, o feixe pode atingir
microrganismos vivos, fornecendo um espectro diferente de quando os
microrganismos estao todos mortos pela agdo do ELP.

Na literatura € possivel encontrar outros trabalhos onde sdo apresentados
métodos de deteccdo de microrganismos patogénicos através de sensores e
biossensores Opticos, capazes de detectar microrganismos patogénicos
rapidamente. A proposta apresentada neste trabalho baseou-se na detec¢ao de
microrganismos em meio liquido. Porém, dispositivos que utilizam fibra optica
tem sido motivo de estudo e pode ser utilizado para deteccdo de bactérias em
suspensao no ar. Esses dispositivos utilizam elementos de reconhecimento
imobilizados na fibra optica, uma fonte de luz e um detector. Essa imobilizagao
interfere na sensibilidade e especificidade do biossensor. Por esse motivo, varias
estratégias de imobilizacdo de anticorpos t€m sido motivo de estudos (Zourob et
al., 2008).

Os biossensores oOpticos podem ser divididos em 2 tipos: os baseados em
fluorescéncia e os chamados label-free. O biossensor mais simples funciona
medindo a fluorescéncia da superficie do biossensor pelo reconhecimento da
molécula alvo. Os elementos de reconhecimento sdo imobilizados no biossensor

ou sdo utilizados marcadores que geram sinal luminoso quando o elemento de
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reconhecimento reage ou entra em contato com a molécula alvo (Ahmed et al,
2014).

Outro método de deteccdo Optica ¢ através da utilizacio de um
interferdmetro. Esse método também utiliza componentes (anticorpos, enzimas,
receptores) imobilizados na superficie do dispositivo que servem para que as
bactérias se liguem ao interferometro. A ligacdo das bactérias causa uma
mudanca no indice de refragdo e a detecgdo ¢ feita pela diferenga de fase entre a
luz de referéncia e a detectada. Esse sistema permite a detec¢do de E. coli em
poucos minutos (Mathesz et al., 2015).

Esse tipo de biossensor, que utiliza elementos imobilizados em uma
superficie, se torna complexo devido a dificuldade de imobilizagdo do elemento
de reconhecimento. Alguns compostos bioldgicos, por exemplo as enzimas,
necessitam de mobilidade para desenvolverem seu papel. E necessario que essa
mobilidade se mantenha apds a imobilizacdo, o que nem sempre ¢ facil de se
conseguir além de elevar o custo para produgao do biossensor. Além disso, a
necessidade da adicdo de marcadores também dificulta e encarece a construcao
desse tipo de dispositivo.

Outra técnica proposta para desenvolvimento de biossensores de bactérias
baseia-se na deteccdo em tempo real de compostos excretados pelas bactérias
utilizando um filme biomimético, feito de polimero impresso molecularmente.
Esse filme seria integrado em um conjunto capaz de detectar os sinais Opticos
gerados, possibilitando a detec¢do em meio liquido e em tempo real (Homer et

al., 2016).
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Um estudo demonstrou um sensor Optico que se baseia no reconhecimento
de imagem 3D. Para isso, utiliza-se um microscopio digital que faz um
escaneamento da amostra e ¢ capaz de contar as particulas em suspensdo na
amostra. Essas imagens geradas sdo analisadas por algoritmos e classificadas
como bactérias ou outras particulas, sendo possivel a quantificacdo pela
contagem das bactérias. Esse sistema ¢ utilizado para controle da qualidade da
agua potavel e permite a obten¢do dos resultados em 10 minutos. A precisdo na
classificacdo das particulas suspensas ¢ de 90+7% (para um unico tipo de
particula suspensa) e 78+£14% (para varios tipos de particulas suspensas) (Hojris
etal., 2016).

Os métodos de deteccao descritos anteriormente necessitam de elementos
(marcadores, receptores, anticorpos, enzimas) que geralmente devem ser
imobilizados em uma superficie para que o sinal luminoso gerado possa ser
captado. A utilizagdo desses elementos e a imobilizagdo necessaria fazem com
que a producao desses sensores e biossensores nao seja tao simples e aumentam o
custo de producdo desses dispositivos. Por outro lado, ja existem dispositivos
capazes de observar a presenca de microrganismos patogénicos a olho nu, sem a
necessidade de instrumentos analiticos. Esses sensores colorimétricos sao
atrativos pois permitem diagndsticos rapidos (aprox.. 15 min.) e sdo de facil
utilizacao, portateis e rentaveis (Yoo & Leel, 2016).

Atualmente, os sensores que utilizam a fluorescéncia sdo dispositivos que
necessitam de um longo tempo de ensaio, lentes externas e detectores grandes e

complexos, o que causa uma limitagao na portabilidade e requer certa experiéncia
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na utilizagdo (Yoo & Leel, 2016). A proposta do presente trabalho, de
desenvolvimento de um sensor Optico simples, portatil, feito com materiais de
baixo custo e que sejam facilmente encontrados no mercado, se mostrou vidvel e
se mostrou um avanco no que diz respeito ao tempo necessario para deteccao de
microrganismos patogénicos. Utilizando as propriedades fotoluminescentes dos

microrganismos, foi possivel a confirmagdo da presenga destes em meio liquido.
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VII. CONCLUSAO

Atualmente, varios estudos tém sido realizados para desenvolvimento de
sensores e biossensores Opticos para deteccdo de microrganismos patogénicos. A
busca por novas ferramentas de deteccdo se deve a necessidade de métodos mais
rapidos de deteccdo, principalmente, devido crescente nuamero de
microrganismos resistentes a antibioticos.

De fato, a técnica de luminescéncia se mostrou eficiente na deteccao 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. Nao foi
possivel associar a faixa de emissdo ao tipo de microrganismo. Os fungos
Fusarium e Colletotrichium, e a bactéria Gram-negativa Escherichia coli
apresentaram luminescéncia em A=700 nm, enquanto a bactéria Gram-negativa
Shigella, o fungo Candida albicans e as bactérias Gram-positivas Enterococcus
faecalis e Staphylococcus aureus apresentaram luminescéncia em A=750 nm.

Embora ndo seja possivel a determinagdo 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 obtengdo do espectro de luminescéncia de outros
microrganismos futuramente possibilitara distribui-los em grupos, de acordo com
a faixa de emissao.

O processo de construgao do prototipo permitiu analisar as varidveis com

relacdo ao arranjo geométrico dos componentes Opticos. Esse arranjo se mostrou
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extremamente importante para uma melhor eficiéncia do sensor. Além disso, a
utilizacdo de componentes Opticos (filtro, fonte de Iuz e detector de
luminosidade) adequados se faz essencial para o correto funcionamento do
sensor ¢ deteccao adequada dos microrganismos presentes na amostra. Outro
fator importante € a utilizagcdo do peptideo Polycerradim no sistema de deteccao.
Em estudo realizado anteriormente ficou comprovada a acdo antimicrobiana
desse peptideo contra uma vasta gama de microrganismos. A auséncia de
luminescéncia na amostra apos a adi¢ao do peptideo € a chave para confirmagao
da preseng¢a de microrganismos na amostra.

A confirmagdo do funcionamento do sensor proposto foi feita utilizando a
clorofila que emite luminescéncia na faixa de melhor transmitancia do filtro
utilizado para construgdo do protdtipo.

Esse novo método de detec¢ao de microrganismos € um grande avanco do
ponto de vista biotecnoldgico com potencial de aplicagdo nas areas da saude,
agricultura e industrial.

Por fim, o sensor se mostrou extremamente funcional e permitira o
deposito de um pedido de patente e a publicagao de diversos artigos cientificos.
Outra possibilidade real que estd sendo estudada ¢ a abertura de uma spin-off

para produg¢do e venda do sensor.
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VIII. ETAPAS FUTURAS

A técnica utilizada no presente estudo possibilitou o desenvolvimento de
um sensor de rapida detec¢do e baixo custo. Novos estudos possibilitardo o
aprimoramento do sensor possibilitando determinar especificamente o
microrganismo encontrado na amostra além da determina¢ao da concentracao do
mesmo através do cdalculo da intensidade de radiagdo emitida pelos
microrganismos. Existe ainda a possibilidade de utilizacdo desse tipo de sensor
em agdes anti-bioterrorismo, onde a necessidade de réapida deteccdo ¢
fundamental. Na area da saude, o aprimoramento do sensor possibilitara um
maior controle das infecgdes hospitalares e uma diminui¢cdo nos riscos para os

pacientes.
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