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RESUMO 

 
As infecções causadas por microrganismos super-resistentes representam um 

grande fardo clínico e fiscal sendo um problema de ordem mundial. Além disso, os 

microrganismos são responsáveis pela deterioração de alimentos que, se consumidos, 

podem causar grandes danos à saúde de consumidor. Por esse motivo, existe a 

necessidade de constante monitoramento tanto na área da saúde, quanto nos processos 

industriais, com o intuito de evitar que as infecções ocorram. Os métodos convencionais 

de detecção dos microrganismos baseiam-se na identificação biológica e bioquímica 

específicas. Embora esses métodos sejam sensíveis, baratos e forneçam informações 

quantitativas e qualitativas com relação à natureza do micro-organismo, eles são 

restritos, pois demandam um tempo relativamente grande, e precisam de um tratamento 

inicial da amostra para detecção de patógenos em baixas concentrações. A utilização de 

peptídeos na detecção de microrganismos patogênicos tem sido motivo de estudos uma 

vez que permite uma detecção precisa e rápida.  Os peptídeos são conhecidos 

componentes antimicrobianos utilizados há muito tempo no combate às infecções 

causadas por patógenos. Estudos anteriores demonstraram que o peptídeo polycerradin 

pode ser utilizado no desenvolvimento de sensores, uma vez que sua ação 

antimicrobiana inibe a luminescência dos microrganismos, devido à morte celular. Os 

sinais luminosos provenientes da ação antimicrobiana desse peptídeo contra o 

microrganismo foram analisados para os microrganismos Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Shigela sonnei, Furasim subglutinans, 

Colletotrichium gloeosporioides e Candida albicans. Os espectros obtidos através dos 

dados, que foram coletados por espectroscopia de fotoluminescência, demonstram que 

houve a supressão da luminescência em torno de λ=700-750 nm, quando o extrato 

lipopeptídico (ELP) foi adicionado, em todos os microrganismos avaliados. Sendo 

assim, foi possível a determinação da ação antimicrobiana desse peptídeo contra os 

microrganismos estudados, bem como a presença desses microrganismos através de seu 

espectro de emissão. Esta técnica foi aplicada no desenvolvimento e construção de um 

sensor óptico, utilizando materiais de baixo custo, para utilização no monitoramento e 

identificação de microrganismos patogênicos em diversas áreas, como por exemplo, na 

área da saúde e na indústria alimentícia. 

Palavras-chave: Polycerradim, peptídeo, fotoluminescência de microrganismos, sensor 

óptico. 
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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 λ = 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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MOTIVAÇÃO E JUSTIFICATIVAS 

 

 As contaminações por microrganismos patogênicos causam anualmente 

um grande impacto na economia. Somado a isso, o crescente aumento no número 

de bactérias super-resistentes a cada ano, tem se tornado uma grande ameaça 

mundial. Os custos para tratamento dessas infecções têm gerado um grande fardo 

econômico principalmente em virtude dos tipos de medicamentos necessários e 

tempo de estadia no hospital prolongado. Além disso, a taxa de desenvolvimento 

de novos antibióticos, capazes de combater as bactérias super-resistentes, não 

acompanha a taxa de aparecimento de novas bactérias com resistência à 

antibióticos. Além da área da saúde, a agricultura e a indústria alimentícia 

também sofrem o impacto causado por esse tipo de patógeno, onde lavouras 

inteiras ou lotes inteiros de alimentos são descartados devido a contaminação. 

 Os métodos de detecção desse tipo de microrganismos mais utilizados são 

eficazes, mas necessitam de um tempo relativamente grande para detecção. 

Novos métodos têm surgido a cada ano, mas ainda existe a carência por métodos 

de detecção que além de eficazes, consigam uma detecção real-time ou em 

poucos minutos e sejam de baixo custo. Quanto mais rápida a detecção, maiores 

são as chances de uma tomada de decisão efetiva e menores os impactos 

causados.  
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INTRODUÇÃO 

 

Os microrganismos estão presentes amplamente na natureza e 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 funções 

essenciais tanto natureza quanto aos seres humanos, dentre as quais podemos 

citar a biodegradação de compostos tóxicos (Leonard et al, 2003), a fermentação 

que dá origem a inúmeros produtos e os probióticos que conferem benefícios à 

saúde 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 patógeno com maior sucesso no 

corpo humano (Calderone, 2002). 

Embora muitas espécies de microrganismos sejam benéficas e 

desempenhem papéis essenciais à vida e à saúde humana, muitas outras são 

responsáveis por inúmeras doenças e causam a morte de milhares de pessoas 

anualmente. Estima-se que, a cada ano, mais de dois milhões de pessoas 

desenvolvam infecções graves e 23 mil venham a óbito só nos Estados Unidos (O 

Globo, 2013). As chamadas bactérias super-resistentes são as grandes 

responsáveis por esse grande número de mortes, causadas por infecções, cada vez 

mais crescente. A resistência aos antibióticos ocorre quando as bactérias mudam 

a resposta ou criam mecanismos que bloqueiam a ação dos antibióticos usados 

para tratar as infecções. As infecções causadas por esse tipo de bactéria são 
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muito mais difíceis de serem tratadas e aumentam os custos médicos para 

tratamento e a taxa de mortalidade (WHO, 2016). 

Os métodos convencionais de detecção dos microrganismos baseiam-se na 

identificação biológica e bioquímica específicas. Embora esses métodos sejam 

sensíveis, baratos e forneçam informações quantitativas e qualitativas com 

relação à natureza do micro-organismo, eles são altamente restritos no quesito 

tempo de ensaio, pois demandam um tempo relativamente grande, e precisam de 

um preparo inicial para detecção de patógenos em baixas concentrações (Leonard 

et al., 2003). Alguns métodos padrões, levam até 7 dias para obtenção de 

resultados e se baseiam na habilidade das bactérias de formarem colônias visíveis 

(De Boer & Beumer, 1999; Artault et al., 2001). 

Outros métodos de detecção se baseiam em técnicas moleculares, as quais 

envolve o uso da Reação em cadeia da polimerase (PCR), diminuindo o tempo 

necessário para identificação de dias para algumas horas. A análise por PCR é 

altamente específica e consegue identificar inclusive microrganismos que não são 

identificados por meio de cultura convencional (Rahn 1992; Cohen, 1993). As 

técnicas moleculares estão sendo utilizadas com maior frequência nos últimos 

tempos, possibilitando diagnósticos mais precisos e em um curto prazo de tempo 

(Andrade et al., 2010). Embora a análise por PCR seja específica, com custos de 

análise reduzidos e seja possível a obtenção de resultados em até 24h (Rodrigues 

et al., 2011), alguns fatores devem ser considerados na utilização dessa técnica 

para detecção de patógenos, como, por exemplo, o alto custo tecnológico, a 

necessidade de aprovação e regulamentos e a padronização das instruções 
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(Malorny et al, 2003). Diante disso, seria de grande importância a possibilidade 

de utilização de técnicas de detecção que sejam tão eficientes e específicas 

quanto a PCR, mas com detecção praticamente em tempo real, permite uma 

redução ainda maior dos custos dos processos envolvidos.  

A utilização de biossensores ópticos utilizando peptídeos como elemento 

de reconhecimento para detecção de bactérias tem sido motivo de estudo nos 

últimos anos. Vários estudos se baseiam na imobilização do peptídeo (elemento 

de reconhecimento) em um substrato que pode ser inclusive uma fibra óptica 

(Dacres et al., 2013; Deisingh & Thompson, 2004; (Ivnitski et al., 1999; 

Kulagina et al., 2005; Leonard et al., 2003). Porém, algumas limitações têm sido 

encontradas, como por exemplo, a detecção somente de fragmentos celulares de 

bactérias e a não abrangência na detecção, onde somente uma espécie de bactéria 

pode ser detectada (Tenenbaum & Segal, 2015) 

Atualmente, vários estudos têm sido realizados na busca por novas 

ferramentas de detecção que permitam a obtenção 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 necessário para análise 

de cada método de identificação. 
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Tabela 1. Métodos de identificação de microrganismos com respectivos custos e tempo para 
análise 
Método de identificação Custo Tempo de análise 

Clássico R$ 3,38/amostra Até 7 dias 

Biologia molecular 
(PCR) 

R$ 30,00/amostra 
Investimento:  
R$ 150 mil (equipamentos) 

3 horas 

Sensor (ELP) R$ 600,00 (estimativa) 
equipamento 

< 3 minutos 

 

Além da necessidade e de monitoramento dos processos industriais, a fim 

de se evitar contaminações na linha de produção, e das perdas causadas por 

contaminação de microrganismos nas lavouras, outro fator importante para o 

desenvolvimento de sensores de rápida detecção tem sido o crescimento no 

número de bactérias super-resistentes, que tem atingido níveis críticos no mundo 

todo devido ao surgimento de novos mecanismos de resistência e o rápido 

espalhamento dessas bactérias, o que tem dificultado o tratamento dessas 

infecções. Quando infecções não podem ser tratadas com antibióticos comuns, 

existe a necessidade do uso de medicamentos mais sofisticados e mais caros, 

causando um fardo econômico para sociedade (WHO, 2016). Recentemente, no 

brasil, foi encontrada pela primeira vez em cepas de E. coli, um gene que causa 

resistência à uma classe de antibióticos utilizados no tratamento de infecções por 

bactérias super-resistentes. Essa aparição pode contribuir para o surgimento de 

bactérias totalmente resistentes aos antibióticos (Fernandes et al., 2016a, 2016b). 

Esse aumento no número de bactérias super-resistentes tem provocado um custo 

anual entre 100-300 milhões de dólares nos Estados Unidos (Wojkowska-Machj, 

2006). 
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Por outro lado, o número de novos antibióticos descobertos tem diminuído 

a cada ano. A figura 1 apresenta o contraste entre o crescente número de 

bactérias super-resistentes e o decrescente número de novos antibióticos nos 

últimos anos. 

 

Figura 1. Aumento no número de bactérias super-resistentes (gráfico à esquerda) versus redução 
no desenvolvimento de novas drogas (gráfico à direita). A) Crescimento da resistência à 
antibióticos de cepas de E. coli, Enterobacter e Klebsiella. B) Número de novos antibióticos 
aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) entre os anos de 1983 e 2007. 

 

A tabela 2 demonstra alguns dos principais tipos de microrganismos 

patogênicos que causam um grande impacto tanto na área da saúde quanto na 

agricultura. 

Tabela 2. Espécies bacterianas, área de relevância e respectivas características patogênicas.  

Microrganismo Área de 
Relevância 

Características patogênicas Referência 

Staphylococcus 
aureus 

Saúde Responsável por até 80% 
das infecções hospitalares 
no Brasil. 

Oliveira et al, 2001 

Colletotrichium 
gloeosporioides 

Agricultura Fitopatógeno de relevância 
em cultivos de cajú, 
ocasionando a podridão dos 
frutos. Foram registradas 
perdas de 40% do volume 
total de produção a nível 
nacional 

Viana et al. 

Fonte: Clinical Microbiol infect 2004; 10 (Suppl. 4): 1-9 Fonte: Nat Biotech 2006 24; 1521 
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Enterococcus 
faecalis 

Saúde Principal causa de infecção 
em dentes com tratamento 
endodôntico (cerca de 
81,5%). 
 
Estudos realizados em UTIs 
no Brasil indicam taxas de 
14 a 25% de infecção em 
pacientes com uso prévio 
de antibióticos 

Paradella et al., 2007 
 
 
 
 
Brevilieri et al., 2010 

Escherichia coli Saúde Em 2010, causou a morte 
de 37 mil pessoas que 
ingeriram alimentos e água 
contaminados em todo o 
mundo. 
 
Em 2007 foram gastos 18,1 
milhões de Euros no 
tratamento de infeções na 
Europa. 

Laboissière, 2015 
 
 
 
 
 
de Kraker et al., 2011 

Shigella sonnei Saúde O número de mortes 
estimadas em 2013 a nível 
mundial foi de 34.400 
crianças com menos de 5 
anos devido a ingestão de 
água contaminada. 
 
Estima-se que anualmente 
ocorram entre 80-165 
milhões de casos de 
doenças por Shigella.  

Mani et al., 2016 
 
 
 
 
 
 
Bowen, 2016 

Candida 
albicans 

Saúde Anualmente são gastos 
aproximadamente 1,8 
bilhões de dólares nos EUA 
para tratamento de 
infecções por Candida. 

Foxman et al., 2000 

Fusarium 
subglutinans 

Agricultura Causa perda de 30 a 40% 
dos frutos e 20% de plantas, 
da produção de abacaxi a 
nível nacional. 

Ventura et al., 2009 
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I. OBJETIVO GERAL 
 

 Desenvolver um biossensor óptico para detecção de microrganismos 

patogênicos, com rápida resposta (em menos de um minuto), capaz de detectar 

bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos, para utilização na indústria de 

alimentos, na agricultura e na área da saúde, possibilitando uma tomada de 

decisão mais efetiva frente às contaminações por esses patógenos. 

 

I.II. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 - Obter e analisar os espectros de fotoluminescência dos microrganismos 

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Shigela sonnei, 

Candida albicans, Colletotrichium gloeosporioides e Fusarium subglutinans. 

 - Obter e analisar o espectro de fotoluminescência do composto 

Polycerradim puro. 

 - Obter e analisar os espectros de fotoluminescência resultantes da 

interação entre o composto Polycerradim e os microrganismos. 

- Propor um modelo de sensor baseado na fotoluminescência dos 

microrganismos utilizando materiais de baixo custo. 

 - Construir um protótipo do sensor utilizando os materiais mais 

adequados. 

 - Confirmar o funcionamento e a viabilidade de produção do sensor 

através de testes utilizando o protótipo construído para detecção de 

microrganismos. 
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II. CONCEITOS TEÓRICOS 

II.I. CONCEITOS DA ÁREA BIOLÓGICA 

 II.I.I. BACTÉRIAS 

As bactérias podem ser classificadas quanto a composição da sua parede 

celular. O método de coloração Gram, desenvolvido pelo médico dinamarquês 

Hans Christian Joachim Gram, em 1884, permite separá-las em Gram positivas e 

Gram negativas. As Gram positivas não perdem a cor azul-roxeada após serem 

submetidas a um processo de descoloração, após serem coloridas com violeta de 

genciana. As Gram negativas, por sua vez, assumem um tom róseo-avermelhado 

quando submetidas ao mesmo processo (ABCMED, 2014).  A Figura 2 ilustra a 

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

 

Figura 2. Diferenças na composição 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 

polissacarídeos. 

Essa identificação é importante pois cerca de 90 a 95% das bactérias 

Gram-negativas são patogênicas devido sua estrutura da membrana ser mais 

complexa. Além disso são mais resistentes à antibióticos e possuem uma maior 

virulência (ABCMED, 2014). 

Entretanto, as bactérias Gram-positivas têm se tornado importantes 

patógenos ao longo dos anos e as infecções causadas por essas bactérias 

multirresistentes representam um grande problema de saúde pública tanto em 

relação à mortalidade quanto ao aumento com os gastos necessários para controle 

e desinfecção. Além disso, o aumento do arsenal terapêutico utilizado para o 

tratamento dessas infecções por patógenos Gram-positivos multirresistentes traz 

consigo outros desafios como, por exemplo, a necessidade de se encontrar 

maneiras de diminuir a resistência dos microrganismos aos antibióticos. 

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

 

II.I.II.  FUNGOS 
 

Os fungos são microrganismos pertencentes a um reino separado dos 

demais por apresentarem características específicas 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, bolores, mofos, leveduras, fermentos, dentre outros. Esses 

microrganismos são eucariontes, ou seja, possuem um núcleo celular separado 

por uma membrana, e pode sem unicelulares ou multicelulares (Silva & Coelho, 

2006). 

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

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

 

 

Figura 3. Estrutura e organização 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 milhões de espécies de fungos na 

natureza, mas somente cerca de 69 mil espécies são conhecidas. Eles obtêm os 

nutrientes necessários para sobrevivência por absorção lançando enzimas aos 

substratos que colonizaram e absorvendo os nutrientes pela membrana celular 

(Silva & Coelho, 2006). 



31 
 

As leveduras vêm sendo utilizadas na fabricação de bebidas fermentadas 

desde 1880 quando iniciou a utilização de estirpes puras na fabricação de cerveja. 

Desde então a utilização desses microrganismos vem se tornando cada vez mais 

abrangente. Hoje em dia são amplamente utilizadas também na panificação. 

(Albertin et al., 2014). 

 Nos processos biotecnológicos esses microrganismos são utilizados em 

diversos processos de fermentação seja para produção de etanol para combustível 

ou para produção de biocombustíveis a partir de resíduos agrícolas. Também 

pode ser utilizado na biorremediação de compostos tóxicos ao meio ambiente e 

na produção de uma série de outros produtos (Silva & Coelho, 2006).  

Apesar dos benefícios que esses microrganismos apresentam, muitas 

espécies causam grandes prejuízos econômicos desde a área da agricultura até a 

área da saúde. Nos últimos anos tem havido um aumento significante no número 

de infecções causadas por fungos. Esse fato pode ser explicado pelo aumento no 

número de procedimentos cirúrgicos invasivos e pela exposição à uma grande 

diversidade de antibióticos e imunossupressores (Harris, 2009).  

Um estudo em particular demonstra que o fungo Trichosporon insectorum 

pode ser o responsável por infecções no trato gastrointestinal, particularmente, 

em pacientes com doenças imunossupressoras. Essas Infecções são ainda mais 

problemáticas devido à dificuldade de tratamento (Fuentefria, 2008). 
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II.I.III IMPACTO CAUSADO PELA CONTAMINAÇÃO POR 
MICRORGANISMOS PATOGÊNICOS 

 

Embora a maioria desses microrganismos possuam um papel essencial na 

saúde humana, existem também os que são potencialmente nocivos podendo 

causar diversas doenças infecciosas (Tabela 3). 

Tabela 3. Bactérias patogênicas, doenças causadas, toxinas secretadas, fonte de infecção e taxa 
de mortalidade quando usadas como armas biológicas. (Adaptado de: Ivnitski et al., 1999) 
Bactéria Doença Toxina Fonte de infecção 

Bacillus anthracis Antraz Fator edema Leite ou carne, AB 
Brucella melitensis Brucelose - Leite ou carne, AB 
Campylobacter jejuni Disenteria - Laticínios, carnes e cogumelos 
Clostridium botulinum Botulismo Neurotoxina Alimentos 
Coxiella burnetii Pneumonia - AB 
Corynebacterium 
diphtheriae 

Difteria Toxina diftérica AB 

Escherichia coli Gastroenterite Enterotoxina Carne, peixe, leite, arroz, 
vegetais 

Francisella tularensis Tularemia - AB 
Mycobacterium 
tuberculosis 

Tuberculose - AB 

Rickettsia rickettsii Febre maculosa - AB 
Salmonella paratyphi Febre 

paratifoide 
- Contaminação fecal, ovos, 

leite, carne 
Salmonella typhi Febre tifoide - AB 
Shigella dysenteriae Disenteria 

bacteriana 
Neurotoxina Contaminação fecal 

Staphylococcus aureus Pneumonia Enterotoxina Transportadores humanos 
Streptococcus 
pneumoniae 

Pneumonia 
pneumocócica 

Toxina 
eritrogenica 

Transportadores humanos 

Treponema pallidum Sífilis - Secreção ou sangue 
contaminados 

Vibrio cholerae Cólera Enterotoxina Contaminação fecal 
Yersinia pestis Peste bubônica Toxina da peste AB 
* AB= Arma biológica 

 

As infecções causadas por microrganismos super-resistentes representam 

um grande fardo clínico e fiscal, principalmente as infecções causadas por S. 

aureus resistentes à meticilina (SARM) que são um problema mundial. No 
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Brasil, embora não exista um controle de quantas pessoas morrem anualmente 

em decorrência de infecções, um levantamento realizado pela Associação 

Nacional de Biossegurança (Anbio) em 2011, apontou que as infecções 

hospitalares são responsáveis por cerca de 100 mil óbitos por ano (Benevides, 

2011).  

O aumento no uso de antibióticos tem causado o crescimento no número 

de bactérias resistentes, principalmente no ambiente hospitalar (Finking & 

Marahiel, 2004).  Por esse motivo, o impacto econômico causado por essas 

infecções são os mais estudados, visando métodos mais eficazes e mais baratos 

no tratamento dessas infecções (Nathwani, 2009).  

Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. são encontradas no ambiente 

hospitalar e a utilização constante de antibióticos ao longo do tempo tem 

selecionado cepas resistentes, dificultando a terapia e o tratamento do paciente 

infectado. Nas últimas décadas não houve uma mudança nas espécies mais 

problemáticas, mas elas se tornaram mais resistentes (Woodford & Livermore, 

2009).  

As bactérias podem se espalhar amplamente e rapidamente se estiverem 

em um ambiente com condições adequadas de nutrição, temperatura e umidade 

(Ivnitski et al., 1999). Um ambiente propício para o desenvolvimento desses 

microrganismos é a cavidade bucal onde são 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 são responsáveis por doenças periodontais, como por exemplo 
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Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus e Porphyromonas 

Gingivalis (Zambon, 1996). 

As bactérias também são responsáveis por grande parte da deterioração 

dos alimentos e o consumo de alimentos contaminados põe em risco a saúde do 

consumidor causando graves doenças (Gram et al., 2002;  Rahman & Kang, 

2009). Nesse caso, geralmente a população menos favorecida é a mais afetada, 

uma vez que os produtos mais baratos não possuem um controle adequado, 

aumentando a probabilidade de contaminação (Balbani & Butugan, 2001). A 

tabela 4 demonstra os principais agentes biológicos que contaminam alimentos.  

 

Tabela 4. Principais agentes biológicos que contaminam alimentos. 
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Na indústria de alimentos, a utilização de bactérias e fungos é de extrema 

importância, como por exemplo, na produção de fermentados ou pães, onde os 

microrganismos veem sendo utilizados à muito tempo. Porém, existe também a 

possibilidade de contaminação por microrganismos patogênicos que podem 

causar uma série de doenças nos seres humanos.  

Sendo assim, a análise se faz necessária para liberação de lotes de 

alimentos seguros. São utilizados métodos analíticos microbiológicos, porém, 

existe uma demanda por novos métodos mais rápidos e confiáveis, 

principalmente devido aos falsos-negativos que podem levar à liberação de lotes 

contaminados (Rodrigues et al., 2011). 

Na indústria de alimentos existe a necessidade de constante higienização 

dos equipamentos utilizados devido à formação de biofilmes. Biofilmes são 

comunidades de bactérias envoltas por substâncias, principalmente açúcares, 

produzidas pelas próprias bactéria, que conferem a comunidade proteção contra 

diversos tipos de agressões que ela pode vir a sofrer como, por exemplo, a falta 

de nutrientes, o uso de um antibiótico ou algum agente químico utilizado para 

combater bactérias, que podem se formar em qualquer superfície (Stoodley et al, 

2002). Esses biofilmes são mais resistentes aos processos de sanitização do que 

as células dispersas e a sua remoção gera grandes custos à indústria além da 

possibilidade de contaminação dos alimentos processados e consequentes danos à 

saúde de consumidor. Uma das principais causas de surtos de origem alimentar é 

a formação de biofilmes nas superfícies de processamento de alimentos sendo os 
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microrganismos patógenos mais problemáticos a E. coli e S. aureus (Teixeira et 

al., 2015).  

Um estudo recente demonstrou a eficácia da utilização de óleo essencial 

de capim limão na inibição do crescimento de algumas espécies bacterianas e na 

remoção de células bacterianas aderidas em aço inoxidável (Barros et 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 contaminação humana (Frazier, 1993). Na indústria de 

laticínio existe a necessidade de constante monitoramento para evitar a 

contaminação.  Estudo realizado por Catão & Ceballos, 2001, concluiu que no 

leite cru, existe a presença de uma grande diversidade de espécies Listeria e 

mesmo a utilização da pasteurização não é suficiente para eliminação desses 

microrganismos. 

 

II.I.IV. PEPTÍDEOS  
 

Os peptídeos são compostos biológicos formados pela ligação entre dois ou 

mais aminoácidos através de ligações peptídicas (Lehninger et al, 1995.) Esses 

compostos são produzidos por todos os tipos de organismos vivos e podem 

apresentar ação antimicrobiana contra uma vasta quantidade de microrganismos 

como bactérias, fungos e vírus (Giuliani et al., 2007; Mookherjee & Hancock, 

2007). Além disso, podem ser utilizados, inclusive, no tratamento de câncer 

(Papo & Shai, 2005). 
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 A resistência bacteriana à antibióticos convencionais, tem aumentado a 

uma taxa muito maior que o desenvolvimento de novos antibióticos. Com isso, 

cresce, cada vez mais, o interesse por peptídeos antimicrobianos. Os peptídeos 

são moléculas que possuem entre 6 e 100 aminoácidos e tem variados pesos, 

sequencias e estruturas. Cada aminoácido possui um peso molecular médio de 

110u. Assim, o peso molecular médio dos peptídeos vai de 660 a 11.000u. Eles 

possuem características únicas, diferentes dos antibióticos tradicionais, dentre as 

quais podemos citar: 1- O mecanismo de resistência dos microrganismos aos 

peptídeos não é tão bem desenvolvido, se comparado com o mecanismo de 

resistência aos antibióticos tradicionais; 2- Muitos antibióticos agem lentamente, 

enquanto os peptídeos podem matar os patógenos muito rapidamente (em 

questão 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 peptídeos antimicrobianos 

curtos (com menos de 18 resíduos de aminoácidos) possuem vantagens para o 

desenvolvimento de agentes terapêuticos por possuírem baixa antigenicidade e 

baixo custo de síntese (Lee, 2002). 

Sua atividade bactericida se dá por diversos mecanismos (Figura 4). 

Basicamente, os peptídeos se ligam à membrana celular, levando à ruptura da 

mesma e consequente morte celular (Harris, 2009). Esse mecanismo depende de 

diversos fatores como: sequência de aminoácidos, composição da membrana e 

concentração de peptídeos (Giuliani et al., 2007). Estudos indicam que mudanças 

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

figura 4 representa o mecanismo de ação do peptídeo descrito acima. 

 

 

Figura 4. Mecanismo de ação proposto para peptídeos antimicrobiano (PAM) em bactérias 
Gram-negativas. Os PAM se associam com a superfície externa carregada negativamente tanto 
pela neutralização de carga sobre um fragmento da membrana externa ou interagindo fortemente 
com os locais de ligação de cátions divalentes em lipopolissacarídeos (LPS). Os modelos 
listados explicando os mecanismos de permeabilidade da membrana incluem: tapete, barril, 
toroidal, e canal agregado. O efeito líquido de A a D é que alguns monómeros serão 
translocados para o citoplasma e podem dissociar a forma da membrana e ligar-se a polianions 
celulares tais como DNA e RNA, inibir atividade enzimática tal como síntese de proteínas ou 
folding protéico.  

 

Os peptídeos também podem causar um aumento na permeabilidade da 

parede celular. Isso, por si só, não causa a morte celular. Por esse motivo, estudos 

que tem investigado a relação 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 peptídeos antimicrobianos (PAMs) podem 

interagir com alvos intramoleculares (Giuliani et al., 2007; Papagianni, 2003).  

Peptídeo se liga à membrana externa 

Peptídeo se liga aos locais de ligação 
de cátions divalentes de LPS (Gram -) 

Síntese de DNA e RNA 
Síntese proteica Enovelamento proteico 

Outros alvos 
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Os PAMs possuem uma ampla atividade antimicrobiana, antifúngica, 

antiviral e imunomodulatória (Giuliani et al., 2007).  Eles podem ser agrupados 

de acordo com suas características estruturais da seguinte forma: os que possuem 

alta concentração de determinado aminoácido; os que possuem ponte dissulfeto 

intramoleculares; e os que possuem uma estrutura de α-hélice com uma região 

anfifílica (Tabela 5) (Papagianni, 2003). 

 

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

Alto conteúdo de determinado 
aminoácido 

 Ponte dissulfeto 
intramolecular 

 Estrutura anfifília  
α-hélice 

Peptídeo Aminoácido Fonte  Peptídeo Fonte  Peptídeo Fonte 
Abaecina Pro Insetos  α-Defensina Humanos, 

ratos, 
coelhos 

 Magainina Anfíbios 

Apidaecinas Pro, Arg Insetos  Β-defensina Gado  Dermaseptina Anfíbios 
Bac-5 Pro, Arg Ovinos  Defensina 

de insetos 
Insetos  Bombinina Anfíbios 

Bac-7 Pro, Arg Gado, 
ovelhas 

 Defensina 
de plantas 

Plantas  Cecropina Insetos 

Drosocina Pro Insetos  Protegrina Porcos  Esculentina 1 Anfíbios 
Profenina Pro, Phe Porcos  Drosomicina Insetos  Esculentina 2 Porcos 

 

Em um estudo desenvolvido por Hajji et al, 2010, foi isolado o primeiro 

peptídeo de fungo com poder bactericida contra uma variedade de bactérias 

Gram-negativas e Gram-positivas. Esse peptídeo, chamado AcAMP, possui 

estabilidade a temperatura (100ºC durante 15min.) e pH (de 6.0 a 10.0), além de 

apresentar um grande espectro de ação contra bactérias e fungos. Dessa forma, 

eles são excelentes candidatos para aplicação como conservante alimentar e no 

controle biológico de doenças de plantas. 

Alguns lipopeptídeos apresentam características que conferem, a esses 

compostos, propriedades surfactantes. Estudos demonstram a potencial aplicação 
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de lipopeptídeos na remediação de águas contaminadas por compostos orgânicos 

derivados do benzeno, oriundos de vazamentos de tanques de estocagem em 

postos de combustíveis. Esses vazamentos causam a contaminação de águas 

subterrâneas causando um importante impacto na saúde humana (Etchegaray & 

Herculano, 2011).  

Lipopeptídeos produzidos por Bacillus subtilis possuem alta atividade 

antifúngica e podem ser usados para o controle de fungos e bactérias patogênicas 

(Etchegaray et al., 2008).  

Um estudo realizado recentemente por Huang & Yousef, 2014, procurou 

investigar o mecanismo de ação do lipopeptídeo Paenibacterin contra E. coli e S. 

aureus. Paenibacterin é um lipopeptídeo bacteriano catiônico que possui 

atividade bactericida contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 

incluindo bactérias super-resistentes. Os peptídeos antimicrobianos catiônicos 

são carregados positivamente e possuem propriedades anfifílicas, ou seja, 

possuem uma região hidrofílica e uma região hidrofóbica. Esse lipopeptídeo 

interage com as membranas lipídicas por interações hidrofóbicas e pode interferir 

em diversas funções celulares, através dos danos que causa na membrana celular, 

uma vez que a membrana é essencial para a vida bacteriana (Lee, 2002). Outros 

peptídeos catiônicos naturais, ou mesmo peptídeos catiônicos sintéticos, são 

fortes candidatos para tratamento de uma série de infecções causadas por 

patógenos. (Mookherjee & Hancock, 2007; Lee, 2002) 

As bactérias e fungos produzem peptídeos não-ribossômicos (PNRs) que 

possuem uma gama extremamente ampla de atividades biológicas, sintetizados 
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por enzimas chamadas sintetases. Apesar de ambos mecanismos de produção de 

peptídeos (ribossômicos e não-ribossômicos) apresentarem suas vantagens, os 

não-ribossômicos apresentam uma maior diversidade estrutural (Finking & 

Marahiel, 2004)  

Os peptídeos não-ribossômicos (PNRs) representam uma classe de 

compostos naturais que apresentam um grande potencial biotecnológico devido à 

sua biossíntese e aplicações (Etchegaray & Herculano, 2011). 

Diversos estudos têm investigado o poder bactericida dos PAMs contra uma 

enorme gama de microrganismos (Welker & von Döhren, 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 número 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 aplicações biotecnológicas, tais como construções de 

sensores e biossensores para detecção de microrganismos e dispositivos para 

combate às infecções causadas inclusive por armas biológicas. 



42 
 

II.II. CONCEITOS DA ÁREA DE FÍSICA 

II.II.I.  ESPECTROSCOPIA 

 A energia eletromagnética é gerada a partir da oscilação dos campos 

elétrico e magnético e se propaga na forma de radiação. As ondas 

eletromagnéticas transportam a energia em pacotes denominados fótons que é a 

menor quantidade de energia que pode ser emitida ou absorvida. Max Plank foi o 

cientista que propôs quantização da energia, afirmando que a quantidade de 

energia total dos osciladores seria sempre um múltiplo inteiro de um mínimo de 

energia. Essas energias podem ser descritas em termos do comprimento de onda 

(λ) ou da frequência (ν) conforme as equações: 

 

𝐸 = ℎ𝑣                 𝐸 =
௛௖

ఒ
 

 

Onde, h é a constante de Planck e c é a velocidade da luz no vácuo (Eisberg & 

Resnick, 1985)  

O espectro eletromagnético é o intervalo de todas as possíveis frequências 

de radiação eletromagnética. Também pode ser representado de acordo com o 

comprimento de onda da radiação (figura 5). É possível perceber que apenas uma 

pequena porção do espectro corresponde à luz visível.  
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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 relação entre a frequência e o comprimento de onda é inversamente 

proporcional 𝜆 =
௖

ఔ
  , onde:  

𝜆 = comprimento de onda; 

c = velocidade da luz no vácuo; 

ν = frequência 

 

II.II.II.  INTERAÇÃO LUZ-MATÉRIA 
 

A energia total dentro de uma molécula é a soma de várias energias 

distintas (Albani, 2007):  

E (total) = E (translação) + E (rotação) + E (vibração) 

+ E (eletrônica) + E (orientação eletrônica do spin) 

+ E (orientação nuclear do spin) 

 

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

ocorrer da interação entre a luz e o material. 
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Duas importantes técnicas espectroscópicas utilizadas para caracterização 

de diversos tipos de materiais são a espectroscopia Raman e a espectroscopia de 

fotoluminescência. Ambas são baseadas em processos de interação entre a luz e a 

matéria, porém, os fenômenos físicos envolvidos, em cada uma delas, são 

diferentes. Basicamente, a espectroscopia Raman está baseada nos processos de 

espalhamento da luz pela matéria, enquanto a espectroscopia de 

fotoluminescência se baseia no fenômeno de emissão de radiação por um meio 

(Rodrigues & Galzerani, 2012). 

Quando a radiação incidente está na faixa da luz visível, podem ocorrer 

basicamente dois processos: absorção do fóton emitido ou o espalhamento dele 

(Harvey, 2000). 

No processo de absorção, quando um feixe de luz (fóton) incide sobre um 

material, este é absorvido, gerando um aumento na energia. Os elétrons do 

material, nesse caso, sofrem transição para um estado de maior energia (excitado) 

que o estado de equilíbrio. Esses estados excitados são instáveis e quando os 

elétrons retornam para os estados de equilíbrio, o excesso de energia é liberado 

podendo emitir luz (processo radioativo) ou não (processo não radioativo). A 

energia da luz emitida depende da diferença entre os dois estados (de equilíbrio e 

excitado) envolvidos no processo. Dessa forma, a cor (ou comprimento de onda) 

da luz emitida no processo está relacionada com essa diferença de energia 

(Rodrigues & Galzerani, 2012).  
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A transição do estado de equilíbrio para o estado excitado é acompanhada 

pela redistribuição da nuvem eletrônica dentro dos orbitais moleculares (Albani, 

2007).  

 

II.II.III. ESPECTROSCOPIA RAMAN 
 

Quando uma onda eletromagnética atinge um material, parte dessa luz é 

refletida e parte é transmitida para dentro do material. Dessa parte que é 

transmitida para o material, uma parcela é absorvida na forma de calor e outra 

parcela é retransmitida como luz espalhada. Esse fenômeno de espalhamento 

inelástico 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 frequência da luz emitida é 

menor que a frequência da luz incidente. Sendo assim, parte da energia é 

absorvida no processo e transformada em outras formas. Quando a frequência da 

luz emitida é maior que a frequência da luz incidente o processo denomina-se 

anti-Stokes. Nesse processo ocorre a transformação de energia que é retirada do 

meio espalhador em energia do campo de radiação (Rodrigues & Galzerani, 

2012). 
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Figura 6. Diagrama de níveis 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). 

 

II.II.IV. ESPECTROSCOPIA DE FOTOLUMINESCÊNCIA 
 

A luminescência é o fenômeno de emissão de fótons (energia 

eletromagnética) na região ultravioleta, visível ou infravermelho, do espectro 

eletromagnético, a partir de espécies eletronicamente excitadas. Em 1888, o 

físico e historiador científico Eilhardt Wiedemann, utilizou pela primeira vez a 

palavra luminescenz para descrever todos os fenômenos envolvendo a luz, que 

não estão relacionados com o aumento da temperatura. A luminescência é um 

processo que gera luz fria, ou seja, não ocorre o aumento de temperatura, 

enquanto no processo de incandescência ocorre o aumento da temperatura, e a 

luz gerada é denominada, luz quente (Valeur, 2001).  

A tabela 6 apresenta a classificação dos vários tipos de luminescência, de 

acordo com o modo de excitação: 
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Tabela 6. Vários tipos de luminescência (Valeur, 2001). 

Fenômeno  Modo de excitação 

Fotoluminescência (fluorescência, 
fosforescência, fluorescência atrasada 

 Absorção de luz (fótons) 

Radioluminescência  Radiação ionizante (raios-X, α, β, γ) 

Catodoluminescência  Raios catódicos (feixe de elétons) 
Eletroluminescência  Campo elétrico 

Termoluminescência  
Aquecimento após armazenamento 
prévio de energia (ex. radiação 
radioativa) 

Quimioluminescência  Processos químicos (ex. oxidação) 
Bioluminescência  Processos bioquímicos 
Triboluminescência  Forcas de fricção e eletrostática 
Sonoluminescência  Ultrasom 

 

A fluorescência e fosforescência são casos particulares do fenômeno de 

luminescência. Isso ocorre quando um fóton é absorvido por determinado 

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

excitado. A possível posterior emissão de fótons e consequente desexcitação, é 

chamada de fotoluminescência e é apenas um dos efeitos possíveis para a 

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

 

Figura 7. Tipos de interação entre luz e matéria com destaque para a fotoluminescência.  
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Os compostos luminescentes podem ser de diversos tipos, classificados da 

seguinte maneira: 

- compostos orgânicos: hidrocarbonetos aromáticos (naftaleno, antraceno, 

fenantreno, pireno, perilo,etc.), fluoresceína, rodamina, cumarina, oxazinas, 

polienos, difenilpolienos, aminoácidos (triptofano, tirosina, fenilalanina), etc. 

- compostos inorgânicos: íon uranila, íons lantanídeos, vidros dopados (com Nd, 

Mn, Ce, Sn, Cu, Ag), cristais (ZnS, CdS, ZnSe, CdSe), etc. 

- compostos organometálicos   

 

Como visto anteriormente, a fotoluminescência consiste na emissão de 

radiação por uma molécula durante a passagem do estado de excitação para o 

estado de equilíbrio. A figura 8 ilustra o processo de ganho e perda de energia 

pelo elétron. 

 

Figura 8. Esquema mostrando os três processos pelos quais um elétron pode ganhar ou perder 
energia através da luz no fenômeno de fotoluminescência. (Serrano, 2014) 
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Primeiramente, o elétron se encontra em um nível de energia, aqui 

chamado E1, onde o elétron se encontra eletronicamente estável. Com a emissão 

de radiação sobre o material, um fóton fornece energia e o elétron passa do nível 

E1 para o nível E2, ultrapassando a banda de energia proibida (gap), indo ocupar 

um espaço na banda de valência (Rodrigues & Galzerani, 2012). 

Quando o elétron se encontra em um nível excitado, é possível que ele 

retorne ao nível de equilíbrio espontaneamente, perdendo energia e liberando um 

fóton. Esse processo é denominado, emissão espontânea. Nesse caso, o fóton 

emitido possui fase e direção aleatórias e não tem nenhuma relação com o que 

ocorreu antes da excitação.  

Uma outra possibilidade é a de fornecer mais um fóton para o material 

com a mesma energia que separa os níveis E1 e E2. Nesse caso, o fóton faz com 

que o elétron que se encontra excitado passe do nível E2 para o nível E1 emitindo 

mais um fóton com a mesma fase e direção do fóton incidente. Assim, as 

intensidades dos fótons são somadas causando uma amplificação da luz emitida. 

Esse é o princípio utilizado na funcionamento de lasers.  

A Figura 9 apresenta o espectro de fotoluminescência do diodo Gunn. É 

possível notar um pico de emissão em torno de 1,4 eV. Esse valor é o valor do 

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

 

II.II.V. ESPECTROSCOPIA DE FOTOLUMINESCÊNCIA 
(FENÔMENO FÍSICO) 

 

Antes de a molécula ser excitada, os elétrons que estão no estado 

fundamental ocupam alguns dos orbitais moleculares, como por exemplo, os 

orbitais σ, π ou η, sendo o último orbital ocupado, chamado de HOMO (orbital 

molecular ocupado de maior energia). Quando ocorre a excitação da molécula e 

consequente absorção de energia, os elétrons são transferidos para um dos 

orbitais σ*, π*, onde, o primeiro a ser preenchido forma o LUMO (orbital 

desocupado de menor energia). 

Os átomos, 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) é possível visualizar os possíveis processos 

envolvidos: absorção de fótons, conversão interna, fluorescência, cruzamento 

intersistema, fosforescência e fluorescência atrasada. É importante notar que a 
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absorção é um processo bastante rápido (10-15 s) em relação aos outros processos, 

pois não há deslocamento do núcleo de acordo com o princípio de Franck-

Condon. A maioria das moléculas se encontram no nível fundamental S0 à 

temperatura ambiente. A absorção de um fóton, nesse nível, pode levar as 

moléculas para um dos níveis vibracionais de S1, S2. Após a absorção, existem 

diversos processos possíveis de decaimento radioativo e não radioativo possíveis: 

 

Figura 10. Diagrama de Jablonski 

 

 Conversão Interna: trata-se de um processo de decaimento não-

radiativo entre dois estados eletrônicos de mesma multiplicidade de spin. Em 

sólidos, este processo é seguido por uma relaxação vibracional para um nível 

vibracional de menor energia do que no estado eletrônico final.  

 Fluorescência: trata-se da emissão de fótons originada pelo 

decaimento de S1 → S0. A emissão de fluorescência ocorre a partir de S1 e não 
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depende do comprimento da onda de excitação (considerando que somente existe 

uma espécie no estado fundamental). A energia entre S0 e S1 é geralmente a 

mesma para a absorção e para a fluorescência. No entanto, o espectro de 

fluorescência localiza-se em comprimentos de onda maiores (com energia mais 

baixa) em relação ao espectro de absorção, devido à perda de energia no estado 

excitado (relaxação vibracional). De acordo com a regra de Stokes, o 

comprimento da onda de emissão de fluorescência deve ser sempre maior que o 

da absorção. Entretanto, na maioria dos casos, o espectro de absorção se 

sobrepõe parcialmente ao espectro de fluorescência, ou seja, uma fração de luz é 

emitida em comprimento de onda menor que a luz absorvida parecendo estar em 

contradição com o princípio da conservação da energia. Isso pode ser explicado 

pelo fato de que em temperatura ambiente, uma pequena fração de moléculas está 

num nível vibracional maior que o nível tanto no estado fundamental como no 

estado excitado. Essa violação da lei de Stokes desaparece a baixas temperaturas.  

 Cruzamento Intersistema CIS: é uma transição proibida, não-

radiativa entre dois níveis vibracionais de mesma energia, que pertencem a 

estados eletrônicos de multiplicidades diferentes (S1 → T1). Por exemplo, uma 

molécula excitada no nível vibracional 0 do estado S1 pode mover-se para o 

nível vibracional isoenergético do estado tripleto T; então a relaxação vibracional 

leva-a para o nível vibracional mais baixo de T1. Nesse caso, a molécula pode se 

desativar a partir do estado tripleto (T1) por meio de processo não radioativo ou 

por meio de fosforescência. 
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 Fosforescência: corresponde ao decaimento de um estado excitado 

tripleto (T1) para um estado de menor energia (S0), a qual é proibida por regra de 

spin, mas pode ser observada devido ao acoplamento spin-órbita (Figura 12). 

Durante esse processo, que é mais curto em relação à fluorescência, ocorrem 

numerosas colisões entre moléculas que favorecem o cruzamento intersistema e a 

relaxação vibracional em S0.  

A Figura 11 representa a diferença dos estados excitados da Fluorescência 

e Fosforescência. 

 

Figura 11. Diferença dos estados excitados nos fenômenos de fluorescência e 
fosforescência. 

 

Cada tipo de interação entre a radiação eletromagnética e a matéria, possui 

características únicas e cada espectro de emissão fornece informações distintas 

sobre a mesma molécula. No presente estudo, será abordada as informações 

referente à técnica de fotoluminescência. 
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II.II.VI. FOTOLUMINESCÊNCIA EM MICRORGANISMOS 
  

 Uma das principais características das técnicas de espectroscopia em 

relação à outras técnicas de caracterização de materiais é o seu caráter não 

destrutivo (Rodrigues & Galzerani, 2012). Isso permite que organismos sejam 

estudados sem que ocorra a morte celular. Além disso, a fotoluminescência pode 

fornecer informações e características do microambiente ao redor da molécula 

excitada devido a interação dessa molécula com o seu entorno imediato. Devido 

certas características como, alta sensibilidade, especificidade da emissão de 

radiação característica do microentorno/microambiente, e capacidade de fornecer 

informação em tempo real, a fotoluminescência se apresenta como uma técnica 

promissora para utilização em sistemas biológicos, como, por exemplo, na 

detecção de microrganismos. 

 Várias técnicas de detecção de bactérias patogênicas envolvendo a luz tem 

sido motivo de estudos à muito tempo. Essas técnicas envolvem: guia de onda 

dielétrica monomodo (Sloper et al., 1990; Lukosz et al., 1991), ressonância 

plasmônica de superfície (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 interferômetro (Schneider et al., 1997). Entretanto, a 

técnica de fluorescência pode ser usada para detecção direta de bactérias 

patogênicas. Uma mistura de produtos metabólicos fluorescentes é detectada 

quando a amostra é irradiada com luz ultravioleta (UV) (Ivnitski et al., 1999). 
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II.II.VII. SENSORES E BIOSSENSORES 
 

Sensor é qualquer dispositivo que seja sensível a alguma forma de energia 

(ex. térmica, cinética, luminosa) e seja capaz de relacionar essa energia com a 

grandeza física que queremos medir. Normalmente o sinal gerado não é 

suficiente para análise direta e precisa ser manipulado por um sistema antes que 

possa ser lido e analisado. 

Os sensores podem ser dos mais diversos tipos, tanto analógicos quanto 

digitais. Com o avanço da eletrônica e dos circuitos microeletromecânicos esses 

dispositivos tem se tornado cada vez menores, precisos e presentes no nosso dia-

a-dia.  

Os sensores que utilizam a luz, como os sensores fotoelétricos, são 

sensores que permitem uma detecção mais rápida que os sensores mecânicos pois 

não possuem partes móveis, não desgastam e não quebram. Esses sensores 

ópticos baseiam-se nos processos de interação entre luz e matéria. A detecção da 

radiação absorvida, refletida ou dispersa por um material ou composto permite 

determinar a relação entre o composto que queremos detectar e o sinal gerado 

(Sari et al, 2015). Dessa forma, possuem uma infinidade de aplicações nos mais 

diversos setores, dentre eles no setor industrial. Uma aplicação dos sensores 

ópticos é na determinação da concentração de sedimentos nos rios que é 

fundamental para o gerenciamento das bacias hidrográficas e na execução de 

obras de engenharia hidráulica (Sari et al, 2015). 

O fotoresistor (LDR) é um dispositivo que permite a detecção quantitativa 

da luz. Este apresenta resistência elétrica variável 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 resistência deste diminui e permite a passagem de corrente 

elétrica. Quanto maior for a intensidade de luz, menor será a resistência e 

portanto, maior a corrente. Assim é possível relacionar o valor da corrente com a 

intensidade de luz que atinge o fotoresistor. 

 

 

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

 

Os biossensores são dispositivos que utilizam um componente biológico 

(bactéria, fungos, células, DNA, etc) na detecção da molécula alvo. Esses 

dispositivos têm sido muito pesquisados atualmente, principalmente devido a sua 

sensibilidade e especificidade com a molécula alvo. Por isso, tem se mostrado 

uma grande ferramenta na detecção e monitoramento dos mais diversos alvos 

(WANG 2000).  

 Conforme ilustrado na figura 13, os três componentes principais de um 

biossensor são o componente biológico, o transdutor e a unidade processadora. O 

componente biológico é o elemento de reconhecimento da molécula alvo e é 

escolhido de acordo com a molécula a ser detectada. Esse componente pode ser 
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bactéria, enzimas, células, DNA, tecidos, anticorpos, etc., desde que consiga de 

alguma forma detectar a presença da molécula alvo. O transdutor de sinal é a 

maneira com que o sinal será detectado de acordo com o tipo de sinal que esse 

componente biológico irá gerar na presença da molécula alvo. Por exemplo, se, 

na presença de determinada molécula alvo ocorre uma reação que gere uma 

diferença de cargas, a detecção é possível através de um eletrodo. O sinal pode 

ser também a mudança de pH, variação de calor, emissão de luz e mudança de 

massa do sistema. Após a detecção e geração do sinal, este passa para uma 

unidade processadora de sinal que irá tratar o sinal gerado anteriormente e 

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

 

 

Figura 13. Principais componentes funcionais de um biossensor. A detecção da molécula alvo é 
feita por um componente biológico 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 é o uso de componentes 

bioativos desenvolvidos de maneira que possam ser monitorados adequadamente 

(MUKHERJEE, 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 formação dos produtos, 

variação na quantidade de substrato, conversão de coenzimas, etc.  

Esses dispositivos são altamente sensíveis, mas não são fáceis de serem 

desenvolvidos. Além disso, apresentam algumas dificuldades no uso em 

biossensores. A pouca estabilidade a longo prazo e a dificuldade na imobilização 

das biomoléculas são alguns fatores limitantes no uso desses dispositivos em 

larga escala. 

Alguns critérios devem ser mantidos para o desenvolvimento do 

biossensor. O primeiro deles é que o biossensor não deve interferir com a 

comunidade microbiana presente na região específica onde será utilizado. 

Segundo, ele não deve interferir com as condições ambientais. Deve somente ser 

“reativo” com as moléculas alvo. E terceiro, o biossensor não deve ser tóxico ao 

meio ambiente. Dessa maneira, podemos perceber que as condições ambientais 

devem ser mantidas inalteradas, enquanto que somente a detecção das moléculas 

alvo é o que importa, e essa detecção não 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 utilização de biossensores ópticos na detecção de bactérias tem 

sido motivo de estudos à vários anos. Essa técnica geralmente envolve o uso de 

receptores, ácidos nucleicos ou anticorpos e um transdutor apropriado (Ivnitski et 

al., 1999). Os estudos com base na utilização de transdutores ópticos buscam 

encontrar um sistema analítico mais robusto, de fácil utilização, portátil e barato 

(Leonard et al., 2003). A utilização da fluorescência como elemento de 
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transdução do biossensor tem sido avaliada. Proteínas fluorescentes podem ser 

adicionadas ao transdutor gerando um sinal luminoso na presença da molécula 

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

 

III.I. PREPARO DA SOLUÇÃO DO PEPTÍDEO POLYCERRADIN 

 

O extrato total (ET) concentrado, proveniente do caldo de fermentação da 

espécie bacteriana P. polymyxa RNC-D, teve o pH ajustado no valor 9,0 

adicionando-se volumes necessários de soluções de HCl ou NaOH 5M. Esse 

valor de pH apresentou uma maior concentração de lipopeptídeos na fase 

orgânica. Posteriormente foi aplicado um sistema de duas fazes (partição liquido-

liquido) para obtenção do ELP (figura 14), de acordo com a metodologia descrita 

por Folch et al. (1957). Na sequência, 4 ml de ET concentrado foram adicionados 

a 80 ml de clorofórmio/metanol (2:1 v/v); a mistura foi homogeneizada durante 3 

min. Em seguida foram adicionados 2 ml de água à mistura, e mantida sob 

agitação constante durante 3 minutos. Para separação das fases, a mistura foi 

centrifugada (3.500 g/5 min). A fase aquosa (FA) foi então retirada e os resíduos 

de solventes orgânicos removidos em evaporador rotativo a vácuo, restando a 

fase orgânica e a interface que formam o ELP. 

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

 

Os microrganismos analisados foram bactérias 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 AB01 e Fusarium subglutinans ABX01. As cepas utilizadas 

pertencem ao Laboratório de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB), 

Departamento de Morfologia e Patologia, Universidade Federal de São Carlos. 

As cepas encontravam-se criopreservadas, e para reativação utilizou-se um 

volume de 10 μl de cultivo de cada microrganismo que foi plaqueado em meios 

de cultivo seletivos ágar sal manitol (S. aureus), ágar Enterococos (E. faecalis), 

eosina azul de metileno (E. coli), ágar S-S (S. sonnei) e ágar Saboraud (C. 

albicans), BDA (C. gloeosporioides e F. subglutinans). As placas foram 

incubadas a 37°C/24 h e após o período de incubação, colônias típicas dos 

microrganismos foram repicadas em placas de ágar TSA (tryptcase soy agar), e 

incubadas novamente sob as mesmas condições. Colônias isoladas foram 

transferidas para tubos contendo solução salina 0,85%, e a densidade óptica (  

600 nm) da suspensão celular foi ajustada até atingir a concentração de 1,0 x 106 

UFC/ml (para bactérias) e 5,0 x 105 UFC/ml (para os fungos), conforme as 

normas CLSI (2011). 
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As suspensões microbianas foram transportadas até o Laboratório de 

Semicondutores, Departamento de Física, UFSCar, em caixa isotérmica com 

gelo. 

 

III.III. OBTENÇÃO DOS ESPECTROS DE FOTOLUMINESCÊNCIA 

 

Esta etapa da pesquisa foi realizada no Laboratório de Raman 

(Departamento de Física, UFSCar), o qual está sob supervisão do Prof. Dr. 

Ariano de Giovanni Rodrigues. Para detecção da fotoluminescência foi utilizado 

um espectrômetro com três grades de difração da marca Jobin Yvon, modelo 

T64000, equipado com microscópio (Figura 15). O sistema de detecção conta 

com uma câmera CCD (charge coupled device) que é refrigerada por nitrogênio 

líquido. A fonte de excitação utilizada foi um laser de argônio com emissão em 

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

 

A figura 16 representa esquematicamente a montagem experimental 

utilizada para a obtenção dos dados de fotoluminescência deste trabalho. 

 

Figura 16. Montagem experimental utilizada neste trabalho para o estudo da fotoluminescência. 
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O laser de argônio gera um feixe de luz que é refletido através de espelhos 

até atingir a amostra (Figura 17). Como é possível observar na figura 16 são 

utilizados dois monocromadores. O primeiro é utilizado para conseguir o 

estreitamento da linha de luz que vai atingir a amostra (Figura 18). O segundo 

monocromador analisa a radiação de fotoluminescência emitida pela amostra 

enviando as informações para o computador. 

Figura 17. (a) Geração e desvio da luz de laser de argônio; (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 fenômeno de fotoluminescência. 
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Esse sistema permite a análise de amostras em temperatura ambiente e 

também em baixas temperaturas, próximo do zero absoluto (T=0K). Na análise 

das amostras à temperatura ambiente, estas foram depositadas sobre uma lâmina 

de vidro, como foi realizado no presente estudo (Figura 19). No presente trabalho 

também foram analisadas algumas amostras em temperaturas próximas à 0⁰C (± 

273K). 

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

Os espectros de fotoluminescência foram obtidos da seguinte maneira: 

inicialmente a suspensão celular microbiana (50µl) foi avaliada pura, ou seja, 

contendo somente o microrganismo na concentração padrão. Em seguida foi 

adicionado o ELP (20µl) e então avaliou-se a emissão fotoluminescente 

imediatamente (t=0) após 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.  Então 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 após a 

mistura (t=15). 

Para E. coli foi analisada amostra com o dobro da concentração padrão do 

microrganismo puro e da mistura (microrganismo + ELP) nos t=0 e t=15.  

A suspensão microbiana e o peptídeo foram homogeneizados durante 10 

segundos sobre a superfície da lâmina antes de cada análise da mistura 

microrganismo + ELP. 

 

III.IV. TRATAMENTO DOS DADOS OBTIDOS 
 

Os espectros de fotoluminescência obtidos foram normalizados em relação 

ao pico estreito, comum à todas as curvas, utilizando o programa Origin versão 

9.0  

 

III.V. PROPOSTA DE ELABORAÇÃO DO SENSOR 

 

Foi proposta a construção de um sensor óptico, conforme demonstrado 

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

O sensor é composto basicamente por materiais de fácil aquisição no 

mercado, quais sejam: uma fonte de excitação (LED), um filtro óptico e um 

resistor dependente de luz (LDR), utilizado como detector. Além desses 

componentes, existe ainda um conjunto de componentes eletrônicos formando o 

circuito que permite o correto funcionamento do sensor. A figura 21 demonstra 

esquematicamente o circuito eletrônico utilizado. 

 
Figura 21. Esquema de ligação dos componentes eletrônicos. 
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 A luz de excitação (LED azul) incide sobre a amostra contendo os 

microrganismos. Essa luz excita a amostra que emite luz na região do vermelho 

(λ=700-750 nm). O filtro permite somente a passagem de luz na região do 

vermelho, filtrando todos os outros comprimentos de onda. Assim, o detector 

LDR, localizado após o filtro, consegue detectar a luz vermelha que passou pelo 

filtro. 

 

III.VI. COMPONENTES DO SENSOR 

  

III.VI.I. FONTE DE EXCITAÇÃO 
 

Como fonte de excitação, foram testados três tipos de fontes de luz 

facilmente encontrados no mercado: 

 - LED monocromático (figura 22) 

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

 - Laser (figura 24) 

 

Figura 22. LED monocromático utilizado na montagem do dispositivo 
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Figura 23. Módulo LED utilizado na montagem do dispositivo 

 

 

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

 

III.VI.II. 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 λ=680-720, (faixa do 

vermelho), conforme demonstrado no datasheet disponibilizado no site do 

vendedor (figura 26). 

 

Figura 26. Perfil de transmissão do filtro passa-faixa utilizado na montagem do dispositivo. A 
transmissão de luz pelo filtro ocorre somente entre λ=625-720 nm. 
 
 

III.VI.III. DETECTOR (LDR) 
 
 O detector (LDR) utilizado foi retirado de uma fotocélula utilizada para 

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

 
Figura 27. Resistor dependente de luz (LDR) utilizado na montagem do dispositivo.  
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III.VII. CARACTERIZAÇÃO DOS COMPONENTES DO SENSOR 
 

III.VII.I. FONTE EXCITAÇÃO 
  

 Para caracterização das fontes de emissão foi utilizado um espectrômetro 

portátil RoHS, modelo VIS-100  (Figura 28) acoplado ao computador. A ponta 

de detecção conectada através de uma fibra óptica até o espectrômetro transmite 

a luz da fonte de excitação até o detector. Os dados são então visualizados na tela 

do computador. Essa configuração permite verificar o comprimento de onda da 

fonte de luz. 

 
Figura 28. Espectrômetro utilizado para caracterização da fonte de excitação utilizada na 
construção do sensor. 

 

As três fontes de excitação estão na região 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 monocromática (λ=405 nm).  
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Figura 29. Espectro de emissão do LED utilizado na montagem do protótipo. 
 

 
Figura 30. Espectro de emissão da placa de LED utilizada na montagem do protótipo. 
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Figura 31. Espectro de emissão do laser utilizado na montagem do protótipo. 

 

As intensidades de emissão de cada fonte de excitação foram medidas 

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

 
Figura 32. Medidor de potência (low power meter) utilizado na medição da intensidade de 
emissão das fontes de excitação. 
 

 A fonte de excitação com maior intensidade detectada é o laser (8mW), 

seguido pela placa LED (513 µW) e o led (220 µW). 
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III.VII.II. FILTRO 
 

 Para caracterização do filtro foi utilizado o espectrômetro 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 não) comparando a intensidade dos dois feixes, possibilitando a 

determinação da transmitância do filtro. Foi coletado o espectro de transmitância 

do filtro em relação ao comprimento de onda de emissão (figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Espectrômetro utilizado na caracterização do filtro óptico (A) montagem geral; (B) 
detalhe do compartimento onde é colocado o filtro para análise. 

 

 

 

Filtro óptico passa-faixa 

A) 
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A) .             B) 

 

Figura 34. Espetro de transmitância do filtro utilizado no protótipo, A) coletado 
experimentalmente utilizando o espectrômetro e B) disponibilizado pelo vendedor do filtro. A 
transmitância do filtro analisada pelo espectrômetro está na mesma faixa de comprimento de 
onda do datasheet disponibilizado pelo vendedor. 

  

As fontes de excitação utilizadas estão na faixa de λ=405-461 nm. O filtro 

utilizado não permite a passagem de luz nessa região, conforme pode ser 

observado na figura 35.  

 
Figura 35. Detalhe do espectro de transmitância do filtro utilizado no protótipo. Na faixa entre 
λ=405-461 nm (faixa de emissão das fontes de excitação) a transmitância do filtro é nula. 
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A confirmação do bloqueio do filtro na região de emissão das fontes de 

excitação utilizadas foi verificada utilizando a fonte de excitação, o filtro e o 

espectrômetro portátil conforme demonstrado na figura 36. Quando colocado o 

filtro na direção da luz da fonte de excitação, não foi possível detectar nenhum 

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

de excitação.  

 

 
Figura 36. Esquema de montagem de aparato para confirmação da eficiência do filtro passa-
faixa. A) Com o filtro entre a luz da fonte de excitação e o detector (fibra-óptica), não foi 
possível detectar o espetro da luz da fonte de excitação. B) Ao retirar o filtro passa-faixa, foi 
possível obter o espectro da luz da fonte de excitação. 

 

 

 

 

 

 

 

A) 

B) 
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IV. DADOS E RESULTADOS 

IV.I. ESPECTROS DE FOTOLUMINESCÊNCIA 

Os espectros de fotoluminescência obtidos no espectrômetro, modelo 

T64000, para cada amostra, estão apresentados a seguir: 

IV.I.I. Candida albicans 
 

A Figura 37 apresenta o espectro de fotoluminescência do fungo Candida 

albicans puro e da mistura: Candida albicans + ELP (dados não normalizados). 

É possível notar a presença de dois picos de emissão para o fungo (curva preta). 

O pico da esquerda, mais intenso e estreito, está localizado em torno de 538 nm, 

e o pico mais largo está localizado em torno de 750 nm. Após a adição do ELP 

percebemos a supressão do pico largo (curva vermelha) permanecendo somente 

um pico que se sobrepõe ao pico estreito, porém ligeiramente mais largo. 

 Após a normalização da intensidade curvas espectrais em relação ao pico 

coincidente em torno de 538 nm, fica ainda mais evidente a supressão do pico 

largo após a adição do ELP (figura 38).   

 Foram analisados também os espectros de luminescência para o fungo 

com T=273K (figura 39). Para isso, ele foi mantido em gelo por 

aproximadamente 30 minutos até a estabilização da temperatura. Podemos notar 

o 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 está à 

temperatura ambiente. Após a adição do ELP percebemos um considerável 

aumento na intensidade de emissão em torno de 538 nm (pico estreito) e um 

alargamento do pico, porém ainda são coincidentes. 
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 Os dados normalizados são apresentados na figura 40. É possível notar 
que os picos estreitos do fungo puro e após a adição do ELP são coincidentes e o 
pico largo é suprimido após a adição do ELP. 

 

Figura 37. Espectros de fotoluminescência para amostra de Candida albicans pura (curva preta) 
e após a adição do ELP (curva vermelha) para dados não normalizados. Nota-se a supressão 
total do pico à direita após a adição do ELP. 

 
Figura 38. Espectros de fotoluminescência para amostra de Candida albicans pura (curva preta) 
e após a adição do ELP (curva vermelha) para dados normalizados em relação ao valor do pico 
à direita. Nota-se a supressão total do pico à direita após a adição do ELP. 
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Figura 39. Espectros de fotoluminescência para amostra de Candida albicans pura (curva preta) 
e após a adição do ELP (curva vermelha) com t=273K para dados não normalizados. Nota-se a 
supressão total do pico à direita após a adição do ELP 

 
Figura 40. Espectros de fotoluminescência para amostra de Candida albicans pura (curva preta) 
e após a adição do ELP (curva vermelha), com T=273K, para dados normalizados em relação ao 
valor do pico à direita. Nota-se a supressão total do pico à direita após a adição do ELP  
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IV.I.II. Colletotrichium gloeosporioides 
 

O espectro de luminescência para o fungo Colletotrichium está 

representado na figura 41 para o fungo puro (curva preta) e após a adição 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. Após a adição do ELP o pico 

largo em torno de 700nm é totalmente suprimido, permanecendo o pico estreito 

que se apresenta ligeiramente mais largo.  

Após a normalização das curvas em relação ao pico estreito que são 

sobrepostos, fica ainda mais evidente a supressão total do pico largo após a 

adição do ELP (Figura 42).  
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Figura 41. Espectros de fotoluminescência para amostra de Colletotrichium pura (curva preta) e 
após a adição do ELP (curva vermelha), para dados não normalizados. Nota-se a supressão total 
do pico à direita após a adição do ELP. 
 

  
Figura 42. Espectros de fotoluminescência para amostra de Colletotrichium pura (curva preta) e 
após a adição do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relação ao pico estreito (à 
esquerda). Nota-se a supressão total do pico à direita após a adição do ELP. 
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IV.I.III. Escherichia coli 
 

A figura 43 apresenta o espectro de fotoluminescência para a bactéria 

Escherichia coli pura (curva preta) e para a bactéria com a adição de ELP (curva 

vermelha). No espectro da bactéria pura (curva preta) é possível notar a presença 

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 relação ao pico largo. Após a 

adição do ELP, o pico estreito permanece em 538 nm, porém ligeiramente mais 

largo, e o pico largo é totalmente suprimido. A normalização das curvas em 

relação ao pico estreito permite uma melhor visualização da supressão do pico 

largo após a adição do ELP (figura 44). 

Para a bactéria E. coli também foi analisado o espectro de 

fotoluminescência da bactéria pura e da bactéria com adição do ELP, com o 

dobro da concentração padrão utilizada nas outras análises. Os espectros com os 

dados não normalizados estão apresentados na figura 45. É possível notar que os 

picos estreitos são coincidentes tanto para a concentração padrão quanto para o 

dobro da concentração. Isso fica ainda mais evidente após a normalização das 

curvas em relação ao pico estreito (figura 46). Nota-se também que a intensidade 

do pico largo é maior quando a concentração é o dobro da concentração padrão. 

Após a adição do ELP as curvas são idênticas para as duas concentrações. 

Foi analisado ainda o espectro de emissão fotoluminescente após 15 

minutos da adição do ELP na bactéria com o dobro da concentração padrão 

(figura 47). Percebemos que as curvas referentes as medidas logo após a adição 

do ELP e após 15 minutos da adição do ELP são exatamente iguais (figura 47, 
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curvas vermelha e azul), ocorrendo a supressão do pico largo logo após a adição 

do ELP e assim permanecendo após 15 minutos. A Figura 48 apresenta as curvas 

dos espectros normalizados em relação ao pico estreito para a bactéria pura com 

o dobro da concentração (curva preta), bactéria com o dobro da concentração + 

ELP (curva vermelha) e bactéria com o dobro da concentração + ELP após 15 

minutos (curva azul). 

A avaliação da influência da temperatura no espectro de emissão da 

bactéria E. coli é 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 relação ao pico estreito. Para os dados 

não normalizados, nota-se que o pico largo diminui consideravelmente após a 

adição do ELP (figura 49, curva vermelha), porém ainda percebemos uma 

discreta curva em torno de 700 nm. Com os dados normalizados em relação ao 

pico estreito a diferença na intensidade do pico largo fica mais evidente 

(figura50). 
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Figura 43. Espectros de fotoluminescência para amostra de E. coli pura (curva preta) e após a 
adição do ELP (curva vermelha), para dados não normalizados. É possível notar a supressão 
total do pico à direita após a adição do ELP. 

  

 
Figura 44. Espectros de fotoluminescência para amostra de E. coli pura (curva preta) e após a 
adição do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relação à intensidade relativa do 
pico estreito (à esquerda). É possível notar a supressão total do pico à direita após a adição do 
ELP. 
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Figura 45. Espectros de fotoluminescência para amostra de E. coli pura (curva preta), após a 
adição do ELP (curva vermelha), pura com o dobro da concentração padrão (curva azul) e 
amostra com o dobro da concentração após a adição do ELP (cuva rosa), para dados não 
normalizados. As curvas contendo amostra pura, com concentração padrão (curva preta) e com 
o dobro da concentração padrão (curva azul), possuem o mesmo padrão, com pico à direita, em 
torno de λ=700 nm. Após a adição do ELP é possível notar a supressão total do pico e o padrão 
permanece o mesmo para as duas concentrações. 

  

 
Figura 46. Espectros de fotoluminescência para amostra de E. coli pura (curva preta), após a 
adição do ELP (curva vermelha), pura com o dobro da concentração padrão (curva azul) e 
amostra com o dobro da concentração após a adição do ELP (cuva rosa), para dados 
normalizados em relação ao máximo de intensidade relativa (pico à esquerda). As curvas 
contendo amostra pura, com concentração padrão (curva preta) e com o dobro da concentração 
padrão (curva azul), possuem o mesmo padrão, com pico à direita, em torno de λ=700 nm, mas 
a intensidade com o dobro da concentração é maior. Após a adição do ELP é possível notar a 
supressão total do pico e o padrão permanece o mesmo para as duas concentrações. 
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Figura 47. Espectros de fotoluminescência para amostra de E. coli pura (curva preta), após a 
adição do ELP (curva vermelha) e t=15min após a adição do ELP, para dados não normalizados. 
A curva contendo amostra pura possui picos em torno de λ=550 nm e λ=700 nm. Após a adição 
do ELP é possível notar a supressão total do pico à esquerda (λ=700nm) em t=0 (curva 
vermelha) e t=15min. 

 
Figura 48. Espectros de fotoluminescência para amostra de E. coli pura (curva preta), após a 
adição do ELP (curva vermelha) e t=15min após a adição do ELP, para dados normalizados em 
relação ao pico estreito em torno de λ=550 nm. A curva contendo amostra pura possui picos em 
torno de λ=550 nm e λ=700 nm. Após a adição do ELP é possível notar a supressão total do 
pico à esquerda (λ=700nm) em t=0 (curva vermelha) e t=15min. 
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Figura 49. Espectros de fotoluminescência para amostra de E. coli pura (curva preta) e após a 
adição do ELP (curva vermelha), com T=273K, para dados não normalizados. É possível notar a 
supressão quase total do pico à direita, em torno de λ=700 nm, após a adição do ELP. 

 

 

Figura 50. Espectros de fotoluminescência para amostra de E. coli pura (curva preta) e após a 
adição do ELP (curva vermelha), com T=273K, para dados normalizados em relação ao pico 
estreito (à esquerda). É possível notar a supressão quase total do pico à direita, em torno de 
λ=700 nm, após a adição do ELP. 
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IV.I.IV. Enterococcus faecalis 
 

Os dados de fotoluminescência para a bactéria Enterococcus faecalis estão 

apresentados na figura 51 tanto para a bactéria pura (curva preta) quanto para a 

bactéria com adição do ELP (curva vermelha). Percebemos um pico estreito em 

torno de 538 nm tanto para a bactéria pura quanto para a bactéria com a adição 

do ELP. Percebemos também um pico largo em torno de 750 nm para a bactéria 

pura que não aparece após a adição do ELP. Com os dados normalizados em 

relação ao pico estreito (figura 52) percebemos mais claramente a supressão do 

pico largo após a adição 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 fotoluminescência para amostra de Enterococcus F. pura (curva preta) e 
após a adição do ELP (curva vermelha), para dados não normalizados. É possível notar a 
supressão total do pico à direita, em torno de λ=750 nm, após a adição do ELP. 

  

Figura 52. Espectros de fotoluminescência para amostra de Enterococcus F. pura (curva preta) e 
após a adição do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relação ao máximo valor 
de intensidade relativa (pico à esquerda), em torno de λ=550 nm. É possível notar a supressão 
total do pico à direita, em torno de λ=750 nm, após a adição do ELP. 
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IV.I.V. Fusarium subglutinans 
 

Os dados de fotoluminescência obtidos para o fungo Fusarium 

subglutinans estão apresentados na figura 53. Para a amostra contendo somente o 

fungo (curva preta), nota-se a presença de um pico estreito em torno de 538 nm e 

outro pico largo em torno de 700 nm. Após a adição do ELP percebe-se a 

supressão do pico largo (curva vermelha) que fica ainda mais evidente na figura 

54, onde estão apresentados os espectros de emissão normalizados em relação ao 

pico estreito. 
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Figura 53. Espectros de fotoluminescência para amostra de Fusarium pura (curva preta) e após a 
adição do ELP (curva vermelha), para dados não normalizados. É possível notar a supressão 
total do pico à direita, em torno de λ=700 nm, após a adição do ELP. 

  

 

Figura 54. Espectros de fotoluminescência para amostra de Fusarium pura (curva preta) e após a 
adição do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relação ao valor máximo de 
intensidade relativa (pico à esquerda). É possível notar a supressão total do pico à direita, em 
torno de λ=700 nm, após a adição do ELP. 
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IV.I.VI. Staphylococcus aureus 
 

Os espectros de fotoluminescência para a bactéria Staphylococcus aureus 

pura (curva preta) e com adição de ELP (curva vermelha) estão representadas na 

figura 55, onde nota-se a presença de um pico estreito em torno de 538 nm na 

bactéria pura, que permanece após a adição do ELP. O pico largo em torno de 

750 nm, presente na bactéria pura, é suprimido após a adição o ELP (curva 

vermelha). A normalização, realizada em relação ao pico estreito (figura 56) 

permite uma melhor visualização da supressão do pico largo após a adição do 

ELP.  

A figura 57 apresenta um comparativo entre a bactéria pura, logo após a 

adição do ELP e 15 minutos após a adição do ELP. O pico estreito, em torno de 

538 nm, é coincidente nas três curvas: bactéria pura, logo após adição do ELP e 

15 minutos após a adição do ELP. O pico largo, em torno de 750 nm, presente no 

espectro da bactéria pura, é suprimido após a adição do ELP (curva vermelha) e 

permanece suprimido mesmo após 15 minutos da adição do ELP (curva azul). A 

normalização das curvas em relação ao pico estreito permite observar que os 

espectros de emissão da bactéria logo após a adição do ELP e 15 minutos após a 

adição do ELP são coincidentes, estando presente apenas o pico estreito (Figura 

58).  

Com a bactéria com T=273K, notamos a presença dos picos de emissão 

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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relação ao pico estreito permitem identificar a supressão do pico largo após a 

adição do ELP. 

 

Figura 55. Espectros de fotoluminescência para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva 
preta) e após a adição do ELP (curva vermelha), para dados não normalizados. É possível notar 
a supressão total do pico à direita, em torno de λ=750 nm, após a adição do ELP. 

 

Figura 56. Espectros de fotoluminescência para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva 
preta) e após a adição do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relação ao 
máximo de intensidade relativa (pico à esquerda). É possível notar a supressão total do pico à 
direita, em torno de λ=750 nm, após a adição do ELP. 
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Figura 57. Espectros de fotoluminescência para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva 
preta), após a adição do ELP em t=0 (curva vermelha) e t=15 (curva azul), para dados não 
normalizados. É possível notar a supressão total do pico à direita, em torno de λ=750 nm, logo 
após a adição do ELP (t=0). O espectro permanece inalterado após 15 minutos (t=15). 

 

Figura 58. Espectros de fotoluminescência para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva 
preta), após a adição do ELP em t=0 (curva vermelha) e t=15 (curva azul), para dados 
normalizados em relação ao valor máximo de intensidade relativa (pico à esquerda). É possível 
notar a supressão total do pico à direita, em torno de λ=750 nm, logo após a adição do ELP 
(t=0). O espectro permanece inalterado após 15 minutos (t=15). 
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Figura 59. Espectros de fotoluminescência para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva 
preta), após a adição do ELP (curva vermelha) em T=273K, para dados não normalizados. É 
possível notar a supressão total do pico à direita, em torno de λ=700 nm, após a adição do ELP. 

 

Figura 60. Espectros de fotoluminescência para amostra de Staphylococcus aureus pura (curva 
preta), após a adição do ELP (curva vermelha) em T=273K, para dados normalizados em 
relação ao máximo de intensidade relativa (pico à esquerda). É possível notar a supressão total 
do pico à direita, em torno de λ=700 nm, após a adição do ELP. 
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IV.I.VII. Shigella sonnei 
 

A figura 61 apresenta o espectro de fotoluminescência da bactéria Shigella 

sonnei. A curva preta representa o espectro da bactéria pura enquanto a curva 

vermelha apresenta o espectro após a adição do ELP. É possível notar que a 

bactéria pura apresenta um pico estreito e mais intenso em torno de 538 nm e um 

pico largo em torno de 750 nm. Para os dados não normalizados o pico largo 

apresenta-se bem discreto. Após a adição do ELP, o pico largo é 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).  Após a normalização dos dados em relação ao pico estreito 

(figura 62) o pico largo da bactéria pura (curva preta) torna-se mais evidente e 

fica mais clara a supressão deste após a adição do ELP (curva vermelha).  
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Figura 61. Espectros de fotoluminescência para amostra de Shigella pura (curva preta), após a 
adição do ELP (curva vermelha), para dados não normalizados. É possível notar a supressão 
total do pico à direita, em torno de λ=750 nm, após a adição do ELP. 

  

Figura 62. Espectros de fotoluminescência para amostra de Shigella pura (curva preta), após a 
adição do ELP (curva vermelha), para dados normalizados em relação ao máximo de 
intensidade relativa (pico à esquerda). É possível notar a supressão total do pico à direita, em 
torno de λ=750 nm, após a adição do ELP. 
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IV.I.VIII. COMPARATIVO DE TODOS MICRORGANISMOS 
ESTUDADOS 

 

Na Figura 63 estão demonstrados os espectros de emissão de todos os 

microrganismos estudados neste presente trabalho, normalizados em relação ao 

pico estreito. Podemos perceber que todos microrganismos apresentam um pico 

estreito em λ=538nm e um segundo pico largo que em alguns microrganismos 

está localizado em torno de λ=700nm (curvas vermelha, verde e azul) e, em 

outros, está localizado em torno de λ=750nm. 

Após a adição do ELP, os espectros de emissão apresentam apenas um 

pico, como pode ser visto na figura 64, onde são apresentados os espectros de 

emissão originais de todos os microrganismos contendo ELP. A figura 65 

apresenta os espectros de emissão de todos microrganismos + ELP, normalizados 

em relação ao pico estreito (λ=538nm), ficando ainda mais evidente que, após a 

adição do ELP, as curvas são idênticas independentemente do microrganismo.  
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Figura 63. Espectros de fotoluminescência para todas as amostras puras (conforme legenda), 
para dados normalizados em relação à intensidade relativa em torno de λ=550 nm (pico à 
esquerda), comum à todos microrganismos. 

 
Figura 64. Espectros de fotoluminescência para todas as amostras (conforme legenda) após a 
adição do ELP, para dados não normalizados. O pico em torno de λ=550 nm é comum à todos 
microrganismos, assim como a supressão do pico à direita. 
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Figura 65. Espectros de fotoluminescência para todas as amostras (conforme legenda) após a 
adição do ELP, para dados normalizados em relação ao valor máximo de emissão em torno de 
λ=550 nm. O pico em torno de λ=550 nm é comum à todos microrganismos, assim como a 
supressão do pico à direita. Todas as curvas são equivalentes após a adição do ELP. 
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V. PROTÓTIPO 

 Para o desenvolvimento do sensor, os principais componentes utilizados 

foram: 

  - Laser/LED azul (emissão em λ=405 nm e λ=461 nm) 

  - Filtro passa-faixa (λ=680-720 nm) 

  - LDR (sensor de luz) 

 

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

excitação ligado. 

 
Figura 66. Protótipo montado utilizando o LED como fonte de excitação. 

 

Fonte de 
excitação (LED) 
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 Na figura 66 é possível visualizar a caixa de proteção para bloqueio da luz 

ambiente, o led de excitação azul e o filtro passa faixa. Abaixo da caixa, estão os 

componentes eletrônicos que formam o circuito eletrônico. Foi ligado também 

um multímetro digital para detecção do sinal quando da detecção do 

microrganismo. 

 A figura 67 apresenta o interior da caixa de proteção onde estão 

localizados o led de excitação, o filtro passa-faixa e, abaixo do filtro, o sensor 

LDR.  

 

Figura 67. Detalhe da caixa de proteção do sensor onde estão localizados o LED, o filtro passa-
faixa e o sensor de luminosidade LDR (localizado abaixo do filtro). 
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 A lâmina, contendo a amostra, é apoiada sobre o filtro passa-faixa. A luz 

emitida pelo led primeiramente atinge a amostra. A presença de microrganismos 

na amostra faz com que apareça emissão na faixa de λ=700-750nm. O filtro 

óptico utilizado é projetado de tal forma que permite somente a passagem de luz 

entre λ=680-720nm. Sendo assim, ao atingir o filtro, parte da luz é filtrada, 

passando somente a faixa de emissão correspondente a presença do 

microrganismo na amostra. O detector LDR detecta então a luz que passou pelo 

filtro, possibilitando a detecção de microrganismos na amostra. A confirmação 

da presença de microrganismos é feita utilizando o lipopeptídeo Polycerradyn. 

Ao adicionar o lipopeptideo, os microrganismos morrem e após nova leitura da 

amostra não é possível a detecção de luz pelo LDR pois na ausência de 

microrganismos, não é emitida luz na faixa de λ=680-720nm. Assim, nenhuma 

luz passa pelo filtro e o detector LDR não detecta nenhuma luz.  

 Para o sensor proposto existem três possibilidades que estão descritas a 

seguir. 

a. Se é feita uma primeira leitura (amostra sem ELP) e o detector 

LDR detecta a luz emitida pela amostra, é possível que existam 

microrganismos na amostra. Assim, é adicionado o lipopeptídeo 

Polycerradin e, após homogeneização é realizada nova leitura. 

Se nenhuma luz for detectada, fica comprovado a presença dos 

microrganismos que foram mortos após a adição do 

lipopeptideo. 
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b. Se na primeira leitura não é detectada nenhuma luz pelo LDR, a 

amostra está livre de microrganismos, pois nenhuma luz 

conseguiu passar pelo filtro.  

c. Existem ainda a possiblidade de, na primeira leitura, ser 

detectada luz e após a adição do lipopeptídeo ainda ser possível 

a detecção de luz. Nesse caso, não é possível afirmar a presença 

de microrganismos. Pode ser que algum outro composto 

presente na amostra esteja emitindo a luz detectada ou pode ser 

que a amostra não tenha sido homogeneizada corretamente e 

ainda restaram microrganismos vivos presentes na amostra. 

 

O filtro utilizado na montagem do protótipo não permite a passagem de 

luz acima de λ=720 nm. Dessa forma, permite somente a detecção dos 

microrganismos que apresentam luminescência com pico em λ=700 nm. Através 

da análise da transmitância realizada no filtro passa-faixa, verificou-se que a 

transmitância do filtro nesse comprimento de onda (λ=700 nm), é somente 27%, 

ou seja, somente 27% da luz que incide sobre o filtro nessa faixa, consegue 

atravessá-lo, conforme demonstrado na figura 68. Assim, 73% da luz incidente é 

bloqueada pelo filtro, não permitindo uma detecção eficiente.  
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Figura 68. Espectro de transmitância do filtro passa-faixa. Detalhe para a transmitância em 
λ=700 nm.  
 
 
 
 Para uma detecção eficiente, o pico de transmitância do filtro deve ser 

coincidente com o pico de emissão da amostra. A utilização de um filtro 

adequado possibilitaria uma detecção mais eficiente. Conforme demonstrado na 

figura 69, para uma eficiência acima de 60% de transmitância do filtro, a emissão 

deve estar na faixa de λ=629-690 nm. 

 
Figura 69. Espectro de transmitância do filtro passa-faixa. Detalhe para faixa de comprimento 
de onda com transmitância acima de 60%. 
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 Uma vez que a faixa de emissão de luminescência dos microrganismos 

estudados está fora da faixa de melhor transmitância do filtro, a confirmação do 

funcionamento do protótipo foi feita utilizando a clorofila. A clorofila, quando 

excitada por uma fonte de luz azul (em torno de λ=400-500 nm), emite 

luminescência na faixa do vermelho, com pico em λ=675 nm (Figura 70). A 

figura 71 apresenta a clorofila com sua cor verde em luz ambiente (à esquerda) e 

a fluorescência da clorofila (à direita), quando excitada com luz azul (λ=461 nm) 

apresentando emissão de luz vermelha. 

 

Figura 70. Fluorescência do extrato de clorofila com excitação em  λ=405 nm e λ=532 nm. 

 

 Dessa forma foi possível ajustar os componentes do sensor para melhor 

eficiência, restando apenas a substituição do filtro passa-faixa por um com a 

mesma faixa de emissão dos microrganismos. 
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Figura 71. Extrato de clorofila em luz ambiente, apresentando coloração verde (A) e sob 
excitação de luz azul (λ=461 nm), apresentando fluorescência (B). 

 

Inicialmente, com o sensor ligado sem a clorofila na lâmina, é possível 

verificar que a tensão no multímetro é 0V, indicando que não houve detecção 

(Figura 72). Essa situação é similar à uma amostra sem a presença de 

microrganismos.  

 
Figura 72. Sensor com lâmina no interior da caixa de detecção, sem clorofila. A tensão indicada 
no multímetro é 0V, indicando a ausência de clorofila. 

 

A) B) 
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Na sequência, a clorofila é colocada sobre a lâmina (Figura 73 A) e esta é 

colocada dentro da caixa de detecção do sensor (Figura 73 B). A tensão mostrada 

no multímetro é de 12V, indicando a presença da clorofila (situação semelhante à 

amostra contendo microrganismos) (Figura 74). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 73. (A) Lâmina contendo extrato de clorofila; (B) Detalhe da caixa de proteção do sensor 
com a lâmina contendo clorofila em seu interior.  

 

 
Figura 74. Sensor com lâmina no interior da caixa de detecção, com clorofila. A tensão indicada 
no multímetro é 12V, indicando a presença de clorofila. 

 

B) A) Lâmina com 
clorofila 
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VI. DISCUSSÃO 

 O presente trabalho teve por objetivo desenvolver um dispositivo para 

detecção de microrganismos patogênicos que fosse de rápida detecção (dentro de 

poucos minutos), confiável e de baixo custo. A utilização da fotoluminescência 

se mostrou uma técnica bem interessante por permitir a detecção praticamente 

em tempo real. A Figura 63, onde estão demonstrados todos os espectros de 

fotoluminescência de todos os microrganismos estudados no presente trabalho, 

demonstra claramente que os espectros possuem um pico que é comum à todos 

os microrganismos, e está localizado em torno de λ=538nm, e outro pico que 

para alguns microrganismo localiza-se em torno de λ=700nm, e para outros está 

localizado em torno de λ=750nm.  Após a adição do ELP apenas o pico estreito 

em torno de λ=538nm permanece, como pode ser observado nas figuras 64 e 65. 

O ELP causa a morte dos microrganismos através da abertura de “buracos” na 

parede celular, fazendo com que o conteúdo das células “vazem” para fora da 

célula causando a morte celular. A eficácia da ação 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 adição do ELP foi feita de forma criteriosa afim de que a mistura ficasse 

homogênea. Essa homogeneização é extremamente importante pelo fato de que 

se não for feita de forma adequada, alguma célula bacteriana pode não entrar em 

contato com o ELP e permanecer viva, fazendo com que os espectros de emissão 
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forneçam dados incorretos. As bactérias e fungos possuem tamanhos variados 

que vão de cerca de 0,5 μm até 5,0 μm.  Como o feixe de laser que é emitido pelo 

espectrofotômetro possui cerca de 1-2µm, esse feixe atinge apenas uma pequena 

porção da amostra analisada contendo uma pequena quantidade de 

microrganismos. Se a homogeneização não for adequada, o feixe pode atingir 

microrganismos vivos, fornecendo um espectro diferente de quando os 

microrganismos estão todos mortos pela ação do ELP.   

 Na literatura é possível encontrar outros trabalhos onde são apresentados 

métodos de detecção de microrganismos patogênicos através de sensores e 

biossensores ópticos, capazes de detectar microrganismos patogênicos 

rapidamente. A proposta apresentada neste trabalho baseou-se na detecção de 

microrganismos em meio liquido. Porém, dispositivos que utilizam fibra óptica 

tem sido motivo de estudo e pode ser utilizado para detecção de bactérias em 

suspensão no ar. Esses dispositivos utilizam elementos de reconhecimento 

imobilizados na fibra óptica, uma fonte de luz e um detector. Essa imobilização 

interfere na sensibilidade e especificidade do biossensor. Por esse motivo, várias 

estratégias de imobilização de anticorpos têm sido motivo de estudos (Zourob et 

al., 2008).  

 Os biossensores ópticos podem ser divididos em 2 tipos: os baseados em 

fluorescência e os chamados label-free. O biossensor mais simples funciona 

medindo a fluorescência da superfície do biossensor pelo reconhecimento da 

molécula alvo. Os elementos de reconhecimento são imobilizados no biossensor 

ou são 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 detecção óptica é através da utilização de um 

interferômetro. Esse método também utiliza componentes (anticorpos, enzimas, 

receptores) imobilizados na superfície do dispositivo que servem para que as 

bactérias se liguem ao interferômetro. A ligação das bactérias causa uma 

mudança no índice de refração e a detecção é feita pela diferença de fase entre a 

luz de referência e a detectada. Esse sistema permite a detecção de E. coli em 

poucos minutos (Mathesz et al., 2015).  

 Esse tipo de biossensor, que utiliza elementos imobilizados em uma 

superfície, se torna complexo devido à dificuldade de imobilização do elemento 

de reconhecimento. Alguns compostos biológicos, por exemplo as enzimas, 

necessitam de mobilidade para desenvolverem seu papel. É necessário que essa 

mobilidade se mantenha após a imobilização, o que nem sempre é fácil de se 

conseguir além de elevar o custo para produção do biossensor. Além disso, a 

necessidade da adição de marcadores também dificulta e encarece a construção 

desse tipo de dispositivo. 

 Outra técnica proposta para desenvolvimento de biossensores de bactérias 

baseia-se na detecção em tempo real de compostos excretados pelas bactérias 

utilizando um filme biomimético, feito de polímero impresso molecularmente. 

Esse filme seria integrado em um conjunto capaz de detectar os sinais ópticos 

gerados, possibilitando a detecção em meio liquido e em tempo real (Homer et 

al., 2016). 



112 
 

 Um estudo demonstrou um sensor óptico que se baseia no reconhecimento 

de imagem 3D. Para isso, utiliza-se um microscópio digital que faz um 

escaneamento da amostra e é capaz de contar as partículas em suspensão na 

amostra. Essas imagens geradas são analisadas por algoritmos e classificadas 

como bactérias ou outras partículas, sendo possível a quantificação pela 

contagem das bactérias. Esse sistema é utilizado para controle da qualidade da 

água potável e permite a obtenção dos resultados em 10 minutos. A precisão na 

classificação das partículas suspensas é de 90±7% (para um único tipo de 

partícula suspensa) e 78±14% (para vários tipos de partículas suspensas) (Højris 

et al., 2016). 

 Os métodos de detecção descritos anteriormente necessitam de elementos 

(marcadores, receptores, anticorpos, enzimas) que geralmente devem ser 

imobilizados em uma superfície para que o sinal luminoso gerado possa ser 

captado. A utilização desses elementos e a imobilização necessária fazem com 

que a produção desses sensores e biossensores não seja tão simples e aumentam o 

custo de produção desses dispositivos. Por outro lado, já existem dispositivos 

capazes de observar a presença de microrganismos patogênicos à olho nu, sem a 

necessidade de instrumentos analíticos. Esses sensores colorimétricos são 

atrativos pois permitem diagnósticos rápidos (aprox.. 15 min.) e são de fácil 

utilização, portáteis e rentáveis (Yoo & Leel, 2016). 

 Atualmente, os sensores que utilizam a fluorescência são dispositivos que 

necessitam de um longo tempo de ensaio, lentes externas e detectores grandes e 

complexos, o que causa uma limitação na portabilidade e requer certa experiência 
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na utilização (Yoo & Leel, 2016). A proposta do presente trabalho, de 

desenvolvimento de um sensor óptico simples, portátil, feito com materiais de 

baixo custo e que sejam facilmente encontrados no mercado, se mostrou viável e 

se mostrou um avanço no que diz respeito ao tempo necessário para detecção de 

microrganismos patogênicos. Utilizando as propriedades fotoluminescentes dos 

microrganismos, foi possível a confirmação da presença destes em meio líquido. 
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VII. CONCLUSÃO 

Atualmente, vários estudos têm sido realizados para desenvolvimento de 

sensores e biossensores ópticos para detecção de microrganismos patogênicos. A 

busca por novas ferramentas de detecção se deve à necessidade de métodos mais 

rápidos de detecção, principalmente, devido crescente número de 

microrganismos resistentes à antibióticos.  

De fato, a técnica de luminescência se mostrou eficiente na detecção dos 

microrganismos estudados. Foi possível verificar ainda que os microrganismos 

emitem luminescência em diferentes comprimentos de onda. Nos 

microrganismos estudados as emissões foram em λ=700 nm e λ=750 nm. Não foi 

possível associar a faixa de emissão ao tipo de microrganismo. Os fungos 

Fusarium e Colletotrichium, e a bactéria Gram-negativa Escherichia coli 

apresentaram luminescência em λ=700 nm, enquanto a bactéria Gram-negativa 

Shigella, o fungo Candida albicans e as bactérias Gram-positivas Enterococcus 

faecalis e Staphylococcus aureus apresentaram luminescência em λ=750 nm.  

Embora não seja possível a determinação específica do microrganismo 

presente na amostra através dessa técnica, existe a possibilidade de determinar o 

conjunto de possíveis microrganismos de acordo com a faixa de emissão de 

luminescência. A obtenção do espectro de luminescência de outros 

microrganismos futuramente possibilitará distribuí-los em grupos, de acordo com 

a faixa de emissão.  

O processo de construção do protótipo permitiu analisar as variáveis com 

relação ao arranjo geométrico dos componentes ópticos. Esse arranjo se mostrou 
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extremamente importante para uma melhor eficiência do sensor. Além disso, a 

utilização de componentes ópticos (filtro, fonte de luz e detector de 

luminosidade) adequados se faz essencial para o correto funcionamento do 

sensor e detecção adequada dos microrganismos presentes na amostra. Outro 

fator importante é a utilização do peptídeo Polycerradim no sistema de detecção. 

Em estudo realizado anteriormente ficou comprovada a ação antimicrobiana 

desse peptídeo contra uma vasta gama de microrganismos. A ausência de 

luminescência na amostra após a adição do peptídeo é a chave para confirmação 

da presença de microrganismos na amostra. 

A confirmação do funcionamento do sensor proposto foi feita utilizando a 

clorofila que emite luminescência na faixa de melhor transmitância do filtro 

utilizado para construção do protótipo.  

Esse novo método de detecção de microrganismos é um grande avanço do 

ponto de vista biotecnológico com potencial de aplicação nas áreas da saúde, 

agricultura e industrial.  

Por fim, o sensor se mostrou extremamente funcional e permitirá o 

depósito de um pedido de patente e a publicação de diversos artigos científicos. 

Outra possibilidade real que está sendo estudada é a abertura de uma spin-off 

para produção e venda do sensor. 
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VIII. ETAPAS FUTURAS 

 

 A técnica utilizada no presente estudo possibilitou o desenvolvimento de 

um sensor de rápida detecção e baixo custo. Novos estudos possibilitarão o 

aprimoramento do sensor possibilitando determinar especificamente o 

microrganismo encontrado na amostra além da determinação da concentração do 

mesmo através do cálculo da intensidade de radiação emitida pelos 

microrganismos. Existe ainda a possibilidade de utilização desse tipo de sensor 

em ações anti-bioterrorismo, onde a necessidade de rápida detecção é 

fundamental. Na área da saúde, o aprimoramento do sensor possibilitará um 

maior controle das infecções hospitalares e uma diminuição nos riscos para os 

pacientes. 
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