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Biofotonica

Método
detecta
contaminacao
fecal e
acompanha
crescimento
de coliformes

JEVERSON BARBIERI

studo conduzido na Fa-

culdade de Engenharia

Agricola (Feagri) em

parceria com a Faculda-

de de Tecnologia (FT),

de Limeira, ambas da

Unicamp, permitiu ao tecnélogo em
saneamento ambiental Samuel Santos
desenvolver um método capaz de de-
tectar contaminagao fecal e acompanhar
o crescimento de coliformes em meio
nutritivo, em tempo real, em amostras
de agua. O método utiliza os conceitos
da biofotonica, com medidas da emis-
sdo espontanea de luz por seres vivos.
O termo biof6ton € usado para de-
notar a emissdo espontdnea de fotons
provenientes de todos os sistemas vivos
com comprimentos de onda variando de
260 a 800 nm e intimamente relaciona-
dos com as condi¢gdes metabodlicas dos
organismos. Os biof6tons se relacionam
também com a luminescéncia retardada
(delayed luminescence), que reflete o
comportamento do sistema biologico
em termos da re-emissao de luz ultrafra-
ca ap0s a excitagao por fonte luminosa.
Esta emissdo espontanea de fotons ¢é
influenciada pela temperatura e pelas
funcdes biologicas como a permeabili-
dade seletiva da membrana celular e as
reagdes bioquimicas refletindo direta-
mente no comportamento biofotdnico.
A partir da construcdo de dois pro-
totipos — camaras escuras acopladas a
valvulas foto-multiplicadoras (sensor
capaz de contar fotons de luz no es-
pectro visivel) — foram feitas medidas
de emissdo espontidnea nas amostras
estudadas. A partir do momento que
se iniciam as medidas de foto-emissdo
na amostra, dados significativos ja
comegam a aparecer nas primeiras seis
horas, em contraste as 24 horas dos
testes-padrdo atuais para detecgdo e
quantificagdo da presenga/auséncia de
coliformes. Essa redu¢@o de tempo, de
acordo com o coordenador do Laborato-
rio de Fotonica Aplicada (LaFA) da FT,
professor Cristiano de Mello Gallep,
implica numa rapidez de tomada de
decisdo a respeito do tipo de tratamento
de um efluente, além da diminui¢do
da quantidade de material utilizado e
de pessoal envolvido. O trabalho de
Santos resultou na sua dissertagdo de
mestrado orientada pelo professor José
Euclides Stipp Paterniani, da Feagri.
Em outra frente de trabalho do
grupo, encabegada pelo aluno Thiago
Moraes, como explicou Gallep, sdo
usadas medidas de emissdo espontanea
em testes de germinagao de trigo. Aqui
também a ideia é reduzir a quantidade
de material e fazer uma analise semi-
objetiva que, comparada com ensaios
controle, torna possivel detectar se uma
solu¢do ¢ mais ou menos estressante.
Basicamente, o que ¢ feito ¢ a co-
loca¢do de amostra biologica dentro
da camara para medir sua emissao
espontanea de luz. “Dessa maneira foi
possivel estudar a relagdo das condigoes
de germinagdo com a intensidade dessa
emissdo, ¢ também com os periodos,
os ritmos naturais envolvidos”, disse
Gallep. Para as sementes, foi possivel
observar crescimento com periodos de
6, 12 e 24 horas, ¢ também como esses
ciclos se modificam quando ha estresse,
tanto na utilizagdo de solugdes de esgo-
to ou produzidas em laboratorio, como,
por exemplo, sais de metais pesados.
Santos contou que, para a pesquisa

do seu mestrado, foram feitos ensaios
com trés meios de cultura. O primero,
que ¢ conhecido como meio P/A (pre-
senga/auséncia); o segundo, substrato

ambiental

Foto: Antoninho Perri

aplicada ao control

O professor
Cristiano

de Mello
Gallep
(aesq.),
coorientador,
e Samuel
Santos,
autor da
dissertacao:
ensaios com
amostras
reais

cromogeénico — disponivel e encontrado
no mercado, muito simples de ser usado;
e o terceiro ¢ o meio EC, especifico para
crescimento de E.coli, uma bactéria que
¢ indicadora de polui¢dao por contami-
nac¢do fecal. A idéia desenvolvida foi
correlacionar as medidas biofotonicas
com o crescimento dessa bactéria.

Com uma cepa fornecida pelo Ins-
tituto de Biologia (IB) da Unicamp,
foram feitos ensaios controle positivo
e negativo e, depois, ensaios com
amostras reais, coletadas na estagao
de tratamento de esgoto da Feagri. Os
resultados finais demonstraram que o
crescimento dos coliformes pode ser
acompanhado por emissdo de luz. Com
isso, pode-se correlacionar também com
a qualidade do tratamento de esgoto: a
medida que ha redugdo da quantidade
de coliformes, os patamares de emis-
sdo de luzes comecam a variar, e iSSO
pode ser acompanhado em tempo real.

Alguns meios de cultura utilizados
atualmente, seja para a analise de pre-
senga/auséncia ou a quantificacao de co-
liformes, levam em conta caracteristicas
como, por exemplo, a acidificagdo, mu-
dancga de cor, fermentacao e formacgao de
gas. Essas caracteristicas s6 podem ser
confirmadas depois de pelo menos 12
horas de ensaio. O intuito do mestrado
foi conseguir acompanhar, via ensaios
biofotonicos, as correlacdes com essas
caracteristicas do crescimento e desen-
volvimento bacteriano. Uma vez que se
sabe que todo ser vivo emite luz, e essa
luz esta intimamente relacionada com o
seu metabolismo, a medida que se incuba
uma amostra de 4gua num meio nutritivo
para crescimento de bactérias € possivel
acompanhar o seu crescimento através
da emissao de luz. Foi possivel mostrar
que o crescimento de micro-organismos
tipicos de efluentes sanitarios, quando
incubados em meios de cultura utiliza-
dos tradicionalmente nos laboratdrios de
microbiologia e estacdo de tratamento de
agua, pode ser acompanhado em tempo
real via deteccdo de luz ultra-fraca,
ndo havendo, portanto, a necessidade
de se se esperar 24 horas para saber se
ha coliformes numa amostra de agua.

Orgaos

Na avaliacdo de Santos, principal-
mente os 0rgaos de controle ambiental se

interessariam no desenvolvimento dessa
técnica. No caso das sementes, outra
aplicacdo ¢ a avaliagao de fertilizantes
ou mesmo reutilizacdo de residuos do
tratamento de esgoto com esse fim,
facilitando o estudo da melhor dilui¢ao
de modo a ndo estressar as plantas. E
necessario encontrar uma relagao entre a
utilizagdo do composto € o crescimento
do vegetal, de modo a ndo estressar
as plantas. Os resultados da iniciagao
cientifica do Samuel mostraram que
uma solugdo de esgoto de 5% a 10%
¢ adubo, porém depois disso ela se
torna mais deletéria do que fertilizante.

Aplicagdes de técnicas biofotonicas
podem ser de grande utilidade no estudo
da aplicacdo de residuos urbanos na
agricultura e no monitoramento am-
biental ambiental, como no tratamento
de residuos pelas proprias industrias.
Existe uma demanda para que as in-
dustrias tenham seu proprio controle de
residuos, de forma que o governo nao
precisaria ficar fiscalizando a qualidade
de efluentes continuamente. Atualmen-
te, por causa dos custos envolvidos, isso
ainda ndo é realidade. “Se conseguirmos
desenvolver uma técnica barata e rapida,
que a empresa possa aplicar diariamen-
te, sem duvida facilitaria a expansao dos
usos dos procedimentos de controle ne-
cessarios”, acrescentou o coordenador.

Sobre os prototipos, Gallep escla-
receu que existem alguns modelos
comerciais, porém com alto custo. “O
nosso prototipo € genérico e bem gran-
de; porém, o proximo a ser construido
devera ser menor e mais dedicado aos
tipos de experimentos desenvolvi-
dos pelo grupo”, disse. O objetivo &,
também, comprar um modelo japonés
desenvolvido para controle ambiental
utilizando algas como organismo-teste.
Nesse equipamento, cujo procedimen-
to utiliza excitagdo prévia com fonte
luminosa externa, o teste dura poucos
segundos e consegue detectar a acao
deletéria de varios estressantes quimi-
cos presentes na agua. A idéia é ter um
equipamento portatil, para ser levado
a campo para coletar amostras e ter
os resultados in-loco. O gargalo dessa
aquisicao esta no valor do equipamen-
to. “Enquanto os japoneses cobram
USS$ 35 mil por um modelo, gastamos
cerca de US$ 12 mil para a construgio
dos nossos dois protdtipos”, afirmou.

Ja pensando no doutorado, Santos
revelou que o trabalho ruma agora para
area aplicada a parasitologia ambiental.
A portaria 518 do Ministério da Sau-
de (MS) apresenta um paragrafo que
versa sobre a verificagdo da presenca
de cistos e oocistos de protozoarios
em estacdes de tratamento de agua,
mais especificamente oocistos de
Cryptosporidium e cistos Giardia,
que sao considerados hoje micro-
organismos emergentes. SO que um
dos problemas ¢ sobre a sua detecgao.

Atualmente, as técnicas disponiveis
para detectar esses organismos se valem
da isolacdo destes parasitos em amos-
tras por processos fisico-quimicos e,
com o uso de anticorpos monoclonais,
a quantificacdo ¢ efetuada com uso
de microscopia de fluorescéncia que
inclui como etapa do processo a visua-
lizacdo dos cistos e oocistos através da
reacao de imunofluorescéncia direta.
Trata-se um processo demorado, ex-
tremamente caro e que ndo detecta a
infectividade do parasito. Detecta-se
apenas a presenga deste numa amostra,
porém, sem saber se ele esta infectante.

Atualmente, um dos métodos utili-
zados para testes de infectividade, ¢ a
incubacdao em hospedeiros — modelos
animais — como o camundongo. Desde
a coleta no manancial até a etapa de
isolacao e confirmacao de infectividade,
o periodo de observa¢ao pode chegar
a semanas. A ideia do doutorado ¢
eliminar a etapa de administragdo em
camundongo, porque a partir do mo-
mento que se sabe que ha correlagdo
entre emissdo de luz e metabolismo ¢
possivel inferir que esse protozoario
detectado esteja metabolicamente ati-
vo. Portanto, existe a probabilidade de
estar infectante, mas que do ponto de
vista sanitarista, um micro-organismo
patogénico capaz de comprometer a
saude publica, estando metabolicamen-
te ativo ha a necessidade de elimina-lo
com o uso de técnicas de desinfecc¢ao.

Publicacao
Dissertagao de mestrado “Biofotdnica Aplicada ao
Monitoramento Microbiolégico de Efluentes Sanitarios”
Autor: Samuel Ricardo dos Santos
Orientador: José Euclides Stipp Paterniani
Coorientador: Cristiano de Mello Gallep
Unidade: Faculdade de Engenharia Agricola (Feagri)
Fonte de financiamento: CNPq




