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Resumo: Vibrio fischeri ¢ uma bactéria marinha luminescente e ¢ utilizada em ensaios de deteccao de compostos
toxicos que possam estar presentes em aguas e efluentes. A luminescéncia estd ligada ao metabolismo bacteriano,
que ¢ sensivel a acao de substancias toxicas, ha redu¢ao na emissao de luz. Quanto mais tdxica for a amostra, maior
a perda de luminescéncia. Essa redugdo ¢ rapidamente desencadeada, assim, Vibrio fischeri € utilizada em avalia-
¢des prévias para identificag@o de toxicidade em amostras ambientais, de extrema importancia para o diagnostico
de toxicidade em estagdes de tratamento de efluentes e em acidentes ambientais.
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Abstract: Vibrio fischeri is a luminescent marine bacterium and is used in detection assays toxic compounds that
may be present in waters and wastewaters. The luminescence is linked to bacterial metabolism that is sensitive to
the action of toxic substances, there is a reduction in light emission. The more toxic the sample is, the greater the
loss of luminescence. This reduction is quickly triggered, thus Vibrio fischeri is used in previous assessments for
toxicity identification in environmental samples, of utmost importance for the diagnosis of toxicity in wastewater
treatment plants and environmental accidents.
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Introducio

A consciéncia de que o futuro da populacao depende da qualidade e existéncia dos re-
cursos naturais, em especifico a 4gua, tem despertado para a ado¢do de iniciativas voltadas a
preservacao e a manutencao do meio ambiente. A competéncia para identificar fontes de polui-
¢do ¢ um elemento determinante as praticas de conservagao dos meios aquaticos e, para isso, 0s
métodos de diagndstico devem ser eficientes, com rapida identificacdo de situagdes de risco. A
aplica¢do de organismos como bioindicadores de poluicdo permite avaliar o impacto sobre os
ecossistemas aquaticos poluidos pelo descarte incorreto de residuos industriais € domésticos.
Através de andlises ecotoxicologicos, percebe-se o efeito toxico em amostras de efluentes, sub-
metidos ou ndo a um tratamento, despejados em corpos hidricos. A toxicidade de uma amostra
estéd ligada ou a parametros individuais mensuraveis (tal como presenga de metais e compostos
organicos € inorganicos), ou mais, de forma mais comum a acdo simultdnea de dois ou mais
desses critérios, dificilmente determinada apenas por analises fisico-quimicas convencionais.
Recentemente, a legislacdo federal, através da Resolucio CONAMA n° 357, de 17 de marco de
2005, impds a realizag@o de ensaios ecotoxicoldgicos como um dos critérios para o langamento
de efluentes tratados, e para enquadramento dos corpos de 4dgua superficial. O ensaio com a
bactéria marinha luminescente Vibrio fischeri permite identificar a presenca de toxicidade em
amostras liquidas pela inibicdo da luminescéncia produzida por bactérias, apds alguns minutos
de exposicdo. A eficiéncia dos ensaios com Vibrio fischeri ja foi exaustivamente comprovada
por pesquisas internacionais, € suas inuimeras vantagens, boa reprodutibilidade, rapidez e sim-
plicidade de sua execugdo, fizeram que varios paises desenvolvidos adotassem o seu uso. No
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Brasil, o ensaio com a Vibrio fischeri tem encontrado excelente aceitagdao nas industrias e nos
orgaos ambientais, sendo previstos pelas legislagdes estaduais de Santa Catarina e Parana, e
padronizado pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

Definicao Vibrio Fischeri

Vibrio fischeri € apenas uma das espécies de bactérias marinhas bioluminescentes. Mui-
tos organismos do mar profundo dependem desta bactéria para gerar luz. Nesses casos, as bac-
térias vivem em colonias dentro do corpo de um hospedeiro, numa relagdo de mutualismo.
Estas bactérias produzem luz através de uma reacdo quimica que se da dentro das células.
A Vibrio fischeri também existe como organismo livre, que se move através da dgua gragas a
um flagelo e se alimenta de matéria organica. Largamente utilizada como agente de oxidacao de
matéria organica em projetos de tratamento de efluentes, bem como ¢ utilizada para monitora-
mento de toxidade das aguas em diversos meios, tal como nos cultivos de arroz e outras culturas
em meio aquatico, método muito bem explorado nos estados de Santa Catarina® e Rio Grande
do Sul. Vibrio fischeri € uma bactéria gram-negativa e anaerdbia facultativa e sua luz natural
¢ azul-esverdeada sob condi¢des ambientais favoraveis e concentracao de oxigénio superior a
0,5 mg/L. Quanto ao seu formato, as suas células sao em forma de bastao e medem 0,003 mm,
tendo sua predominancia em nivel mundial.

Figura 1. Vibrio fischeri

Imagem A Imagem B

A: Cultura de Vibrio fischeri em campo escuro; B: Vibrio fischeri encontrada no mar;

C: Cultura de Vibrio fischeri; D: Cnidario bioluminescente por usar Vibrio fischeri como alimento
Fonte: <http://www.hexapolis.com/2014/07/10/10-majestic-specimens-bioluminescent-organ-
isms/>. Acesso em: 8 maio 2016.

2 Seu método ¢ padronizado, e em alguns paises o ensaio ¢ exigido por lei. No Estado de Santa Catarina esses
ensaios sdo exigidos através da Portaria Estadual 017/02 FATMA.
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Métodos de bactérias luminescentes

Os métodos bioluminescentes usam organismos que obviamente emitem luz, ou bacté-
rias isoladas de uma determinada matriz e transformadas em luminescentes através de manipu-
lagdo genética. O resultado pode ser a inibi¢ao de luz provocada por substancias toxicas presen-
tes em uma amostra analisada, ou a producao de luminescéncia desencadeada por um composto
em particular, envolvendo organismos geneticamente modificados. A bioluminescéncia pode
ser observada em algumas bactérias marinhas, encontradas em forma livre ou em simbiose
com alguns organismos superiores. As espécies marinhas pertencem a familia Vibrionaceae, €
dividem-se entre os géneros Vibrio e Photobacterium. No primeiro, sao conhecidas as espécies
V. harveyi, V. splendidus, V. fischeri e V. logei. Algumas linhagens de V. cholerae, espécie pato-
génica a0 homem, também emitem luz e, normalmente, sdo encontradas em dgua doce. Entre as
trés espécies de Photobacterium, apenas P. phosphoreum e P. leiognathi sao luminescentes. Ou-
tras espécies luminescentes sao encontradas em ambiente terrestre ou de agua doce. O género
Vibrio contempla as bactérias marinhas no formato de bacilo reto ou curvo. Elas sao diferentes
em relagao a Photobacterium, devido a presenca de um flagelo polar revestido por uma bai-
nha. Ambos os géneros requerem sodio (Na*) no meio, € por isso sdo bactérias abundantes no
ambiente marinho. Apresentam atividade saprofitica, podendo decompor quitina e acido algi-
nico. Os testes luminescentes podem ser aplicados para investigar a presenca de toxicidade em
amostras de aguas, sedimentos ou solo, sendo muito utilizados para a detec¢do de toxicidade de
efluentes. Os ensaios com bactérias luminescentes sao usados para uma avaliagdo inicial dentre
uma bateria de testes, em razao da maior velocidade de execu¢ao e a menores custos de manu-
tengdo. Caracterizados como microensaios, eles aplicam quantidades de amostras e reagentes
na ordem de microlitros, o que permite as analises, além de menos espago para a disposi¢ao dos
materiais e instrumentacao.

Cultivo e ensaio

Em ensaios Bioluminescentes no Monitoramento de Estacao de Tratamento de Efluentes
(ETE), a utiliza¢ao de bactérias bioluminescentes tem se destacado como uma ferramenta de
monitoramento ambiental por apresentar vantagens, como a redugdo do tempo de detecgao,
sensibilidade, facil determinacao de resposta, entre outros. Entretanto, percebem-se dificulda-
des em aplicar em campo, em razao da necessidade em preparar os organismos-teste € 0 meio
de cultivo, e ainda ter que controlar os fatores como a temperatura. Opgdes diversas surgem
para suprir essa demanda, como a produgao de férmulas liofilizadas, microrganismos imobili-
zados e sistemas para monitoramento continuado.

Para a producao dos cultivos da vibrio fischeri, pode-se utilizar a linhagem NRRL
B-11177, nivel de biosseguranca 1, obtida da colecdo DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH, Alemanha), que se segue:

Apbs a reativagdo em meio caldo Vibrio fischeri, as células devem ser centrifugadas,
preparadas em meio crio protetor, acondicionadas em cubetas de vidro (10 mm de dia-
metro x 50 mm de altura, fundo chato), liofilizadas e estocadas a -28°C. A manutencao
da cepa consiste em reativagdo periddica (minimo a cada seis meses) em meio caldo
Vibrio fischeri, fazer uma semeadura em superficie de Agar Vibrio fischeri e repique
de uma coldnia luminescente tipica isolada para 25 mL de meio caldo Vibrio fischeri.
O meio deve ser submetido a agitagao (170 rpm) e incubado 20°C (Modelo 430, Nova
Etica). Em seguida, transferir 1 mL do cultivo para 50 mL de caldo Vibrio fischeri
estéril, e a cultura incubada nas mesmas condi¢des anteriores, até atingir o estado
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estacionario. A biomassa deve ser separada por centrifugacdo a 2300 g durante 40
minutos, na sequéncia, ressuspendida com solucdo de NaCl a 2% gelada, e novamente
centrifugada. Ao residuo sedimentado, adicionar lentamente ao meio crioprotetor ge-
lado, e a suspensdo bacteriana obtida acondicionar em cubetas ¢ posteriormente con-
gelar. Apos a liofilizagdo, essas cubetas sdo reativadas e inoculadas sobre a superficie
de placas de Petri contendo agar Vibrio fischeri, para observacao da morfologia e da
viabilidade das colonias luminescentes (KNIE; LOPES, 2004, p. 26).

Aplicabilidade

Ap6s 30 anos de aplicacdo, os ensaios com V. fischeri encontraram grande aplicabilida-
de, principalmente com a padronizac¢do, em 1993, pelo DIN, norma 38412 parte 34, e em 1998
pela ISO norma 11348. Em 2006, a ABNT publicou a NBR 15411:2006 - “Ecotoxicologia
aquatica - determinagdo do efeito inibitorio de amostras de dgua sobre a emissao de luz de Vi-
brio fischeri (ensaio de bactéria luminescente)”, que, baseada na ISO 11348, emprega o tempo
de exposicao de 30 minutos, e também ¢ dividida em trés partes: Parte 1 - Método utilizando
bactérias recém-cultivadas; Parte 2 - Método utilizando bactérias desidratadas; Parte 3 - Méto-
do utilizando bactérias liofilizadas. De acordo com Bettinardi (2009, p. 23):

[...] a diferenga principal entre as trés partes € o tipo de preservagao e a sensibilidade
da bactéria. Enquanto a parte 3 cita que as bactérias liofilizadas devem apresentar
entre 20 e 80% de inibigdo da luz ap6s 30 minutos de contato com 2,2 mg/L de Zn2+
(na forma de ZnS0O4.7H20), as partes 1 ¢ 2 definem as mesmas condi¢des de ini-
bicdo aplicando uma concentragdo maior de Zn2+ (25 mg/L), e, portanto, estas 24
formulagdes sdo menos sensiveis em comparagao a liofilizada. A CETESB atualizou,
em 2001, a norma técnica L5.227: ‘Teste de toxicidade com a bactéria luminescente
Vibrio fischeri: método de ensaio’, a qual recomenda o tempo de exposi¢do de 15 mi-
nutos e o uso do reagente liofilizado, que deve apresentar CES0 (ZnSO4.7H20) entre
3¢ 10 mg/L (0,6 a2,2 mg/L de Zn2+). Para a realizagdo dos ensaios bioluminescentes
sdo disponibilizados alguns sistemas e seus respectivos reagentes bioldgicos lumines-
centes, comercializados como formulagdes liofilizadas. A liofiliza¢ao (freeze drying)
objetiva a formacao de um produto estruturalmente intacto e pronto para reconstitui-
¢do, e constitui-se no método de preservagdo de microrganismos mais utilizados na
industria. Esse processo inicia-se com o congelamento do produto a uma velocidade
controlada e na presen¢a de uma substancia crioprotetora, para permitir a formagao de
minusculos cristais de gelo. A agua livre presente ¢ removida por sublimagao, com a
aplicagdo de vacuo e temperatura abaixo do valor critico, de modo a evitar a fusdo do
material congelado e consequente destrui¢ao do produto. As moléculas de agua rema-
nescente sao retiradas durante o segundo estagio de secagem, em que a temperatura
¢ elevada gradualmente. O produto obtido apresenta baixissimo teor de umidade, e
pode ser estocado e preservado durante periodos maiores quando selado a vacuo ou
sob atmosfera inerte.

Com estes mecanismos, manter cultivos de Vibrio fischeri acaba por se tornar mais inte-
ressante, pois diminui os custos e viabiliza testes rapidos e com boa repetibilidade.

Consideracoes finais

Diante ao exposto, percebemos o quanto ¢ importante as aplicagdes de técnicas Biolo-
gicas no desenvolvimento de analises da toxidade de ambientes e no diagndstico de contami-
nacdes de solo. Numa sociedade onde o crescimento da produtividade ¢ desenfreado, cada vez
mais a técnica € necessaria, pois sua eficiéncia e agilidade reduz os gastos com o uso de produtos
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inadequados, considerando ainda o baixo custo de cultivo e de aplicabilidade, bem como ¢ uma
das principais ferramentas de combate e correcdo através da identificagdo de contaminagdes
do meio ambiente com agrotoxicos. Além disso, esse microrganismo ¢ de extrema importancia
para o diagndstico de toxicidade em estagdes de tratamento de efluentes e em acidentes ambien-
tais que precisam de resposta rapida de controle e combate da expansao do impacto ambiental.
A importancia dessa técnica ja ¢ sentida em diversos paises desenvolvidos, comprovando que
¢ uma tendéncia mundial o uso de novas e eficientes ferramentas biotecnologicas, bem como ¢
largamente utilizada como agente de oxidagcdo de matéria organica em projetos de tratamento
de efluentes (ETE).
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