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RESUMO

BOMBARDI, Franciele M. L. Sensoriamento 6tico da dindmica do crescimento de
colbnias de Escherichia coli em ambiente hidrico, 2017. Mestrado em Ciéncias —
Programa de Pdés-Graduacdo em Engenharia Elétrica e Informética Industrial,

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Curitiba, 2017.

Este trabalho apresenta um estudo empregando duas técnicas Oticas para monitorar
o crescimento de culturas de cepas de Escherichia coli em dois meios de cultura
liquidos: Espectroscopia de absorcao UV-Vis (turbidimetria) e espectroscopia Raman.
Na primeira técnica, a turbidez permite avaliar as diferentes fases naturais de
crescimento de uma cultura bacteriana (lag, exponencial, estacionaria e decaimento)
por meio da densidade 6tica, medida com um espectrometro UV-VIS. Na segunda, o
espalhamento Raman (medido com um espectrémetro dispersivo), a partir de
amostras de dgua contaminada, fornece ndo apenas informacdes sobre as fases de
crescimento, mas também abre a possibilidade de identificagéo bacteriana através da
sua impressao digital caracteristica. Mediu-se a dinamica de duas cepas de E. coli —
(nomeadas como H2/11 e H3C2/12) em um caldo liquido nutriente e quatro cepas de
E. coli (nomeadas como H2/11, H3C2/12, 109 e 110) em caldo liquido EC, mantidas
a 37,0°C ao longo de 24 horas. Aliquotas das amostras foram removidas da cultura
em intervalos de tempo regulares para medicdes espectrais. A analise da turbidez
permitiu medir o tempo de geracao (isto €, o tempo de duplicacdo de uma populacéo),
gue foi maior para cepas crescidas em caldo EC. Os espectros Raman forneceram
informac6es sobre a evolugdo temporal das bandas a 942 cm, 977 cm, 1036 cm?,
1086 cm, 1140 cm?, 1188 cm?, 1182 cm?, 1207 cm™* e 1251 cm™, associadas com
impressdes digitais de componentes biologicos especificos. Os dados espectrais
foram analisados por Analise de Componentes Principais (PCA). Os resultados
obtidos em ambas as técnicas permitiram identificar as fases lag, exponencial e

estacionaria das cepas estudadas.

Palavras-chave: E. coli. Espectroscopia Raman. Espectroscopia UV-Vis. Meio de

cultura. Fases de crescimento.



ABSTRACT

BOMBARDI, Franciele M. L. Optically monitoring the growth dynamics of
Escherichia coli bacterial population in water environment, 2017. Mestrado em
Ciéncias — Programa de Pdés-Graduagdo em Engenharia Elétrica e Informatica

Industrial, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Curitiba, 2017.

This work is a study using two optical techniques to monitor the growth of cultures of
Escherichia coli strains in two liquid culture medium: Raman spectroscopy and UV-Vis
absorption spectroscopy (turbidimetry). In one hand, turbidity allows evaluating the
different phases of growth of a bacterial culture (lag, exponential, stationary and decay)
by optical density, measured with an UV-VIS spectrometer. On the other hand, Raman
scattering (measured with a dispersive spectrometer) from contaminated water
samples not only provides information about the grow phases, but also opens a
possible identification of bacterial by its characteristic fingerprint. Two strains of E. coli
(named as H2 / 11 and H3C2 / 12) were measured in liquid nutrient broth and four E.
coli strains (named H2 / 11, H3C2 / 12, 109 and 110) in EC liquid broth, kept at 37.0 °
C over 24 hours. Aliquots of the samples were removed from the culture at regular time
intervals for spectral measurements. The turbidity analysis allowed to measure the
generation time, which was higher for strains grown in EC broth. Raman spectra
provided information about the time evolution of the bands at 942 cm-1, 977 cm1, 1036
cm1, 1086 cmt, 1140 cm1, 1188 cm1, 1182 cm1, 1207 cm e 1251 cm-L, associated
with fingerprints of biological components. Data were analyzed by Principal
Component Analysis (PCA). These results of both techniques allowed identifying the
phases lag, exponential and stationary of the studied strains.

Keywords: E. coli. Raman spectroscopy. UV-Vis spectroscopy. Culture medium.

Growth phases.
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1 INTRODUCAO

1.1 MOTIVACOES

Escherichia coli é o mais utilizado organismo de identificacéo fecal na agua.
Isso se deve ao fato de que sua presenca proporciona deterioracdo da qualidade
microbioldgica, o que, por outro lado, acarreta riscos a saude humana (BRASIL, 2005).
Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude, diarreia € a sétima maior causa de mortes
em seres humanos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

O tempo gasto na identificacdo de microrganismos responsaveis por
infeccdes € determinante para o tratamento de pacientes hospitalizados (IBRAHIM et
al., 2000). Quanto mais rapida a identificacdo de um agente causador de infeccéo,
maiores séo as chances de o tratamento ser eficaz (KERREMANS et al., 2008). Testes
microbiolégicos rotineiros para identificacdo de bactérias sdo baseados na
observacéo quanto a morfologia e as reag6es bioquimicas com diferentes substratos.
Em geral, tais testes sdo demorados e de alto custo, porque dependem de reagentes
e corantes (ANVISA, 2004).

A espectroscopia 6tica € um método de rapida execucdo e que permite a
obtencdo de resultados com pequenas quantidades da cultura do microrganismo
(MAQUELIN et al., 2003). Essa técnica se baseia na interacdo (absorcéo, emisséo e
espalhamento) da radiacdo eletromagnética com as estruturas atbmicas e
moleculares de compostos presentes na composicao das células (proteinas, lipideos,
polissacarideos e &cidos nucleicos). A técnica pode fornecer informacdes que
propiciam a identificacdo da espécie microbioldgica.

Uma vez que inibidores do crescimento bacteriano devem ser capazes de
alterar a curva de crescimento e diminuir a resisténcia do microrganismo, identificar a
fase de crescimento em que este se encontra € importante para o desenvolvimento
de novos tratamentos. Dai a necessidade de uma caracterizacdo dos estagios de
crescimento bacteriano. Criar impressoes digitais das fases metabdlicas da E. coli,
através dos espectros é de grande importancia para o desenvolvimento e teste de
novos antibiéticos capazes de inibir o desenvolvimento dessa bactéria em meio hidrico

(ATHAMNEH et al., 2014). As taxas de mortalidade mostraram uma diminuigao
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significativa em grupos de pacientes que receberam tratamento adequado e imediato
(KOLLEF, 2000).

Com a absor¢do UV-VIS (turbidimetria), é possivel acompanhar as fases do
crescimento bacteriano a medida que ocorrem sem interferéncias quimicas
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Essa técnica fornece informacdes sobre deteccéao,
identificacdo e enumeracdo de microrganismos e células (ALUPOAEI; GARCIA-
RUBIO, 2004).

A espectroscopia Raman, dentre as técnicas Oticas, destaca-se por medir a
energia vibracional das ligagcdes quimicas das moléculas e componentes celulares,
permitindo obter informacdes sobre a estrutura molecular. O espalhamento Raman,
por sua vez, é um fendmeno que se deve ao espalhamento inelastico de radiacdo
monocromatica que incide na molécula.

A analise dos espectros Raman é um método rapido de observacdo das
mudancas metabdlicas que acontecem no desenvolvimento de uma colbnia de
bactérias. Isso se deve ao fato de tratar-se de um método ndo invasivo que consegue
detectar picos referentes a atividade da célula, diferente de outras técnicas o6ticas que
podem incluir em seus resultados contagem de células mortas (HANLON et al., 2000).

Sendo assim, a espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis e Raman tornam-se
ferramentas para identificacdo e discriminacdo de cepas clinicas de diferentes

bactérias.

1.2 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo desse trabalho foi avaliar e comparar a eficiéncia de duas técnicas
Oticas (espectroscopia Raman e espectroscopia de absor¢cdo UV-VIS — turbidimetria)
na determinacdo do crescimento bacteriano de quatro cepas de Escherichia coli, por

24 horas, inoculadas em meio liquido.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver uma metodologia de analise que atribua rapidez e
precisdo no controle microbiolégico de Escherichia coli no ambiente

hidrico;
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Avaliar espectros Raman da bactéria em diferentes estados
metabolicos durante 24 horas;

Utilizar a técnica de Espectroscopia de absorbancia na regido do UV-
VIS como método de contagem indireta dos microrganismos;
Implementar uma analise multivariada dos dados através da aplicacao
da Anélise de Componentes Principais (PCA);

Contribuir para o desenvolvimento de métodos 6ticos de determinacéo
e monitoracao das fases de crescimento da E. coli em agua.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ESCHERICHIA COLI

A Escherichia Coli (ou E. coli) é uma bactéria patogénica que possui formato
de bacilo do grupo de Gram-negativas e dimensao da ordem de 3 um. Foi identificada
em 1885, por um pediatra alemdo, em um estudo sobre bactérias intestinais de
criancas (ESCRERICH, 1885). Classificada como pertencente a familia

Enterobacteriaceae.

2.1.1 Estrutura celular

A célula bacteriana apresenta varias estruturas (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008). A Figura 1 apresenta esquematicamente uma célula bacteriana tipica com as

principais estruturas externas e internas a membrana plasmatica.

; : capsula
fimbrias P

camada externa

AN TN,
> | / 4 camada de parede celular
C A  peptidoglucano

’ -_:@ \o membrana plasmatica

\ ‘3{)‘ DNA em nucledide
A \\

‘.M.\\,. ;

,\_ flagelo

Figura 1: Estruturas de uma célula de E. coli.

A membrana citoplasmatica, também chamada de membrana plasmaética, é
vital para a célula por formar uma barreira que separa o meio externo do interno
(citoplasma). Dispbe de aproximadamente 8 nm de espessura (PELCZAR et al.,
2008).
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A estrutura quimica da membrana das bactérias, como a maioria das
membranas biologicas, € composta de cerca de 60% de proteinas imersas em uma
bicamada fosfolipidica que corresponde aos 40% restantes. Acidos graxos dos lipidios
sdo responsaveis pela condi¢édo hidrofébica.

Em bactérias Gram-negativas, a parede celular € composta por varias
camadas que diferem na sua composicdo quimica. O conhecimento das diferencas
entre os elementos e a estrutura da parede das bactérias € de alta relevancia para o
estudo dos mecanismos de acéo de cada uma.

Como mostra a Figura 2, a parede da E. coli € formada por camadas de
peptidioglicano e por uma membrana externa. O espaco periplasmatico separa a
membrana citoplasmatica da membrana externa. A membrana externa € formada por
dupla camada lipidica, com interior hidrofébico (KAYSER, 2005).

Lipopolisacarida
MEMBRAMS
EXTERMA
ESPACIO
_— ST PERIPLASMICO
Peptidoglicans
{Mureina) m Sy ? f =
HE 4 .I:En! MEMBRAMA
d CITOPLASMICA

Figura 2: Representacao esquematica da parede de uma bactéria E. coli.

A membrana externa, assim como a membrana citoplasmaética, € um conjunto
de proteinas imersas em matriz lipidica. As principais proteinas com funcdes
conhecidas séo as porinas (proteinas triméricas que formam poros para o transporte
passivo de solutos). As proteinas da membrana externa sdo estruturalmente
diferentes das porinas, mas também estéo envolvidas na passagem de alguns solutos,
além de funcionarem como receptores de fimbria sexual e de fagos e lipoproteinas
(proteinas com fungéo estrutural: fazem uma ponte entre a parte externa e interna).

Cé4psula ou camada mucosa € uma camada que fica ligada a parede celular
como um revestimento externo. E composta por proteinas ou glicoproteinas.
Desempenha a fungdo de reservatério de agua e nutrientes, auxiliando no aumento
da capacidade invasiva, do poder infectante, bem como da resisténcia microbiana a
biocidas (PELCZAR et al., 2008).
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O flagelo confere movimento a célula e € formado por um gancho e um longo
filamento externo a membrana. O filamento € composto de uma proteina chamada
flagelina.

Fimbrias (ou pelos) sdo apéndices filamentosos que ndo desempenham papel
relativo a mobilidade, mas atuam como estrutura de aderéncia aos tecidos que
fornecem nutrientes as células.

Plasmidios sdo moléculas de DNA circulares presentes no citoplasma,
menores que 0 cromossomo, que determinam fatores sexuais e resisténcia a

antibioéticos.

2.1.2 Metabolismo e Crescimento

A obtencdo de energia se da através de reacdes quimicas nas quais
substratos adequados s&o oxidados, dai ela ser chamada bactéria quimiotréfica. A
agua é indispensavel para o crescimento da bactéria, ndo apenas porque regula a
pressdo osmoética, mas sobretudo porque a bactéria se nutre por meio da passagem
de substancias em solucdo através da membrana citoplasmatica.

Em condicdes artificiais, o crescimento de bactérias é conseguido pela
semeadura em meios de cultura. Para compor um meio adequado é preciso conhecer
a fisiologia da bactéria. Nao existe um meio de cultura universal, pois 0s tipos nutritivos
das células sdo muito variados. Na Tabela 1 tem-se a composicdo quimica
aproximada de uma bactéria E. coli com massa de 9,5 x 1013g e contetido aquoso de

6,7 x 10"13g, que serve como referencial.
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Tabela 1 — Composicéo quimica da célula bacteriana

Macromoléculas Massa Seca Massa/Célula Peso Ndamero de
(%) x1015g Molecular Moléculas/Célula
(g/mol)
Proteina 55,0 155,0 4,0x104 2.360.000
RNA (total) 20,5 59,0
23rRNA 31,0 1,0 x 106 18.700
16rRNA 16,0 5x 10° 18.700
5rRNA 1,0 3,9 x 104 18.700
Transferéncia 8,6 2,5x 104 205.00
Mensageiro 24 1,0x 108 1.308
DNA 3,1 9,0 2,5x10° 2.130
Lipideo 91 26,0 705 22.000.000
Lipopolissacarideo 34 10,0 4346 1.200.000
Mucocomplexo 2,5 7,0 (904)n 1
Glicogénio 2,5 7,0 1,0x 108 4.360
Total de 96,1 273,0
macromoléculas
Material em 29 8,0
solucdo:
subunidades 7,0
Vitaminas 1,0
metabdlicas
fons inorganicos 1,0 3,0
Massa seca - total 100,0 284,0

Fonte: TRABULSI; ALTERTHUM, 2008.

O desenvolvimento de uma cultura bacteriana € um somatorio dos processos
metabdlicos que conduzem a reproducdo, resultando em duas células-filhas iguais
para cada espécime da coldnia. Esse crescimento pode ser medido tanto por um
aumento de quantidade de protoplasma, quanto pela contagem de organismos. A
massa e numero de componentes podem ser relacionados por comparagao através

de métodos diretos ou indiretos.

2.2 ESPECTROSCOPIA

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria, sendo um dos seus principais objetivos a determinagéo dos niveis de energia
dos atomos ou moléculas. Os espectros fornecem as transicdes (diferenca de energia
entre os niveis) através da radiacdo absorvida, refletida, emitida ou espalhada por
uma substancia. A partir dessas medidas, determinam-se as posi¢fes relativas dos

niveis energéticos. No caso de moléculas, a regido espectral onde essas transi¢cdes
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sdo observadas depende do tipo de niveis envolvidos: eletrdnicos, vibracionais ou
rotacionais (SOLE et al., 2005).

As diferentes regibes espectrais e 0 estado da matéria (sélido, liquido ou
gasoso) que interage com essa radiacdo exigem espectrometros com elementos
dispersivos e detectores apropriados. Portanto, existe uma grande variedade de
técnicas espectroscopicas as quais, por sua vez, exigem tecnologias especificas.

Neste trabalho, foram empregados dois tipos de espectroscopia: de absorcao
UV-VIS e Raman.

2.2.1 Espectroscopia de Absorgao UV-VIS

A absorcao de radiacdo eletromagnética na regido do ultravioleta (100-400
nm), e visivel (390-780 nm) por moléculas, &tomos ou ions, ocorre quando um elétron
da matéria absorvedora é promovido de um estado eletrénico de baixa energia a outro
de energia mais elevada.

A quantidade de luz absorvida quando um feixe de radiagdo monocromatica
atravessa o meio absorvente depende da concentracéo, do coeficiente de absorgéo
molar da espécie absorvente e do percurso 6tico da radiacdo (SKOOG et al., 2014).
O estudo da sua variacdo com a concentracao permite a determinacao quantitativa de
um grande numero de substancias quimicas e biolégicas, bem como o estudo cinético
de reacfes lentas em solucéo e a determinacao de curvas de titulacao.

A intensidade de um feixe de ondas eletromagnéticas é atenuada ao
atravessar um meio que contém uma espécie absorvente, devido a sucessivos
processos de absorcdo, a reflexdes nas paredes da célula e a fenbmenos de
espalhamento.

Considerando apenas os processos de absorcdo, a intensidade do feixe
transmitido, I, relaciona-se com o feixe incidente, I, (paralelo e monocromatico de

comprimento de onda 1), pela lei de Beer (SOLE et al., 2005)

I =1,1075R)eb (1)

onde ¢ (mol/L) € a concentracdo da espécie absorvente, ¢ (L/mol-cm) é o coeficiente

de absorcdo molar e b (cm) € o percurso 6tico da radiacdo do meio.
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Experimentalmente, mede-se a razdo entre as intensidades, chamada de

transmitancia, T.

T = L — 10—8(/1)Cb (2)
0

Para um meio totalmente absorvente a transmitancia é nula (I = 0), enquanto
gue para um meio completamente transparente a transmitancia € unitaria (I = I).

Entdo, fazendo uso das equacdes (1) e (2) pode-se escrever a absorbancia, A, como
A= —log,, T = e(A)ch (3)

A densidade 6tica, DO, é definida como

1
DO = logT0 ()

Através das equacdes (2), (3) e (4) observa-se que a DO relaciona-se com a
T e A da seguinte forma
T =107P0 (5)
A=1-107P0

2.2.1.1Turbidimetria e célculo do tempo de geracao

A turbidimetria € um exemplo de método indireto de contagem de bactérias.
Nela, as bactérias sao transferidas para um meio de cultura liquido, causando a
turvacao do meio (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). A quantidade de massa pode ser
medida por variancia da quantidade de luz absorvida, transmitida ou espalhada.
Quando certa quantidade de uma determinada bactéria € semeada em um
meio liquido de composicao adequada e incubada em temperatura apropriada, o seu
crescimento segue uma curva definida e caracteristica, como representado na Figura
3. Ela é dividida em quatro fases (WIDDEL, 2007):
a) Fase de lag: praticamente néo ocorre divisdo celular, porém ha
aumento de massa. Em condi¢cOes favoraveis ao desenvolvimento celular

essa fase tende a ser menor ou ndo existir.
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b) Fase exponencial: ocorre divisdo celular numa velocidade
maxima e constante. A expressdo matematica de crescimento nessa fase

é
N = N,2" (6)

onde, N, € o numero de microrganismos inicial, N € o numero apés determinado tempo
e n 0 numero de geracdes.

c) Fase estacionaria: a velocidade de multiplicacdo diminui gradualmente,
até que se anule. O numero de bactérias presentes, por unidade de volume,
permanece constante por um tempo determinado. Durante essa fase, o nimero de
bactérias novas que se formam equivale com o nimero daquelas que estdo morrendo.

d) Fase de declinio: os microrganismos gradualmente diminuem em

namero até que todos morram.

Fase lag Fase Fase
e exponencial estacionara ~ de declinio

ndmero de individuos

Tempo (horas)

Figura 3: Curva de crescimento bacteriano.

s

A equacao (6) normalmente é escrita na forma logaritmica, pois ocorrem
inUmeras mudancgas na populacdo durante o crescimento exponencial. Desta forma,

tomando o logaritmo de ambos os lados da equacéo (6)

logN = log Ny + nlog?2 (7)
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A equacéo (7) é usada para descobrir o nimero de geracdes (n) e o tempo de
geracdo (t/n) que é caracteristico para cada microorganismo em determinado meio
de cultura.

Também pode-se obter uma velocidade em termos de numero de geracoes

por unidade de tempo, fazendo-se a partir da equacéao (7), n/t. Assim,

_logN —logN, (8)

" log 2

O numero de geragfes por unidade de tempo, definida como velocidade

exponencial de crescimento (R), é dado por:

~n  logN —logN, (9)
Ct—t, log2(t—tp)

R

Sendo assim, o inverso de R sera o tempo de geragdo, G (BASSIRI, 2016):

_1_t—t0 (20)
G_R_ n

A intensidade de disperséo da luz ou turbidez, medida através da densidade
Otica (Equacao 4), € proporcional a densidade celular: N/V =a-0D,onde V € 0
volume da amostra e a uma constante de proporcionalidade. Observando as
Equacdes 6 e 10 vemos que DO = D0,2/¢. Assim, pode-se simplesmente monitorar
a DO por medicéo o6tica e plota-la em relagdo ao tempo para obter uma curva de
crescimento como da Figura 3.

O tempo de geracdo pode ser determinado de maneira indireta através de
analise grafica. A escala da densidade otica deve ser transformada em uma escala
logaritmica. Seleciona-se dois pontos da densidade Otica que representam uma
duplicacdo da turbidez. Em seguida, traca-se linhas perpendiculares a partir dessas
DO até a curva de crescimento e seus respectivos intervalos de tempo (Figura 4).

Esse intervalo de tempo é o tempo de geracéao, G, da cultura bacteriana em questao.
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Figura 4: Estimativa do Tempo de Geragéo bacteriano através de andlise da curva de
crescimento.

O meio de cultura, dependendo da sua concentracao e presenca de nutrientes
essenciais, contribui para a velocidade de crescimento. Em geral, o desenvolvimento

bacteriano é mais eficiente em meios complexos.
2.2.2 Espectroscopia Raman

Espectroscopia Raman € uma técnica eficaz para determinacdo molecular na
gual os materiais sdo analisados através da interacdo das moléculas do material com
o raio de luz laser incidente (RAMAN; KRISHNAN, 1928). As aplicacdes da
espectroscopia Raman sao diversas, desde o estudo de minerais (TAYLOR et al.,
2010), até caracterizacédo de polimeros (CHEN, 2004), passando pela sua aplicacao
na medicina (CHOO-SMITH et al., 2010).

Apesar de ter sido utilizada por um longo tempo para caracterizacado de
diferentes materiais, apenas recentemente a técnica foi aplicada ao estudo de
amostras biolégicas com a intengcdo de promover uma rapida identificacdo e

discriminag&o patogénica dos organismos. Isso se deve ao desenvolvimento cada vez
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mais sofisticado, eficaz, rapido e portatil da instrumentacdo da espectroscopia Raman
e técnicas estatisticas usadas para analisar os dados.

Em 1923, Smekal descobriu teoricamente o espalhamento inelastico
(SMEKAL, 1923) e em 1927 Raman e Krishnan reportaram a observagao desse efeito
(RAMAN; KRISHNAN, 1928) que foi chamado de “Espalhamento Raman” desde
entdo. Como o efeito de espalhamento Raman € fraco, ndo foi muito difundido antes
da invencéo do laser em 1960. Nos anos 1980 a espectroscopia Raman foi usada com
sucesso para a caracterizacdo de materiais, depois da invencdo de detectores e
componentes 6ticos sensiveis (PELLETIER, 1999).

O efeito Raman é causado por espalhamento inelastico que ocorre quando a
luz incidente (assumidamente radiacdo laser monocromética) de comprimento de
onda A, e frequéncia f, é espalhada por moléculas vibrantes da amostra. Em
decorréncia de um modo de vibracdo especifico, o deslocamento em coordenadas
cartesianas dessas moléculas sobre a sua posi¢ao de equilibrio € dado por

Aq = qo cos(2mfint) (11)

onde f,, é a frequéncia de vibracdo do modo e g, é a amplitude de vibragcdo. O campo

elétrico do feixe laser oscila com o tempo (t) e é dado por

E = Eycos(2mfyt) (12)

onde, E, é a amplitude de oscilagdo do campo elétrico. Esse campo elétrico induz um

dipolo elétrico em uma molécula de momento P, o qual é dado pela equacao (13).

P =aE (13)

A constante de proporcionalidade a € chamada de polarizabilidade molecular.
Trata-se de uma propriedade do material e depende da estrutura e da ligacao natural.
A constante a pode ser expandida em torno das coordenadas normais de vibragéao da
molécula para pequenas amplitudes de vibracdo, como é apresentado na equacgao

seguinte:
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oa
a=ay+|\=—) Ag+ -
aq/,

(14)

onde a, é a polarizabilidade do modo molecular em posi¢do de equilibrio. Baseado

nas equacoes (11), (12) e (14), a equacao (13) torna-se:

(15)

1/0
P = ayEqy cos(2mfyt) + > (%) qoEolcosm{fy + fim}t) + cosn{fy — fin}t)]
0

Essa equacao representa um dipolo oscilando que irradia fotons em trés
diferentes frequéncias, que sao: f,, espalhamento elastico, no primeiro termo, (f, +
fm), espalhamento inelastico com comprimento de onda menor que o da radiagéo
incidente, no segundo termo e (f; — f,n), espalhamento ineldstico com comprimento
de onda maior que o da radiacao incidente, no terceiro termo. Como se pode observar

na equacgdo (15), o efeito Raman é associado com o espalhamento inelastico que

ocorre apenas quando (‘;—Z) # 0, 0 que significa que a polarizabilidade deve mudar
0

com o deslocamento de vibragado para conseguir o que € chamado de “modo Raman
ativo”.

A intensidade (I) da banda do Raman ativo é proporcional ao quadrado da
taxa de variagdo da polarizabilidade em relacdo a taxa de variacdo do deslocamento
o).

aq/

O valor tedrico da intensidade do espalhamento Raman esta vinculado a
composi¢cdo molecular da amostra, dos modos vibracionais especificos das
moléculas, da fonte de excitacdo (normalmente um laser) e do comprimento de onda
laser, pois a intensidade é proporcional a quarta poténcia da frequéncia laser
(PELLETIER, 1999).

A variagdo da frequéncia entre a luz incidente e a luz espalhada (Af) é
chamada de deslocamento Raman, e a magnitude dessa variacdo € determinada
pelos varios modos vibracionais das moléculas da amostra. O deslocamento Raman
é tipicamente medido em unidades de cm?. A equacdo (16) da o valor do
deslocamento Raman em termos do comprimento de onda dos fétons incidentes e

espalhados.
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Af(em™) = ( 1 ! >><10"7 (16)

Aincidente (nm) Aespalhado (nm)

A maioria dos fotons incidentes sera espalhada elasticamente, sem variacéo
na frequéncia (espalhamento Rayleigh), enquanto uma pequena porg¢édo da luz (~1078
do feixe incidente) sera espalhada inelasticamente (espalhamento Raman).

Se o foton espalhado tem mais energia que o foton incidente, a diferenca de
energia destruird o foton que muda o estado vibracional da molécula e como resultado
serdo observadas as linhas anti-Stokes. As linhas anti-Stokes, possuem mais energia
qgue a luz incidente, resultando em um comprimento de onda menor para o féton
espalhado (ou deslocado para o azul). As linhas Stokes ocorrem quando os fotons
espalhados tém menos energia que os fétons incidentes e a diferenca de energia cria
um féton. As linhas Stokes terdo um comprimento de onda maior (ou deslocado para
o vermelho) do que a luz incidente (FERRARO et al.,, 2003). Em geral, elas séo
consideravelmente mais intensas que as linhas anti-Stokes, uma vez que os estados
vibracionais mais baixos possuem maior probabilidade de ocupacéao.

A Figura 5 (A) mostra um modelo simples do mecanismo de espalhamento da
luz no qual o féton incidente coloca o sistema molecular em um estado virtual de
energia, que geralmente ndo é igual a qualquer estado de energia eletronico (linhas
tracejadas localizadas entre o estado eletrénico fundamental E, e o primeiro estado
excitado E,), tendo um tempo de vida curto — a cerca de 1014 segundos. Um espectro
Raman caracteristico, mostrando o numero de fotons espalhados (intensidade) em
funcdo do deslocamento Raman, é apresentado na Figura 5 (B) — nesse caso, a
intensidade do espalhamento Rayleigh € diminuida para mostrar as linhas Stokes e

anti-Stokes.
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Figura 5: (A) Diagrama de niveis de energia mostrando os estados envolvidos no
espalhamento Raman. (B) Espectro Raman representando o espalhamento Stokes e anti-
Stokes

2.2.3Vibragbes moleculares

Moléculas consistem em atomos unidos por ligagdes quimicas. Os atomos
possuem um movimento periédico, mesmo que a molécula ndo sofra movimento
rotacional ou translacional. O movimento periodico é chamado de vibragcdo molecular
e sua frequéncia € chamada de frequéncia de vibracdo ou frequéncia vibracional. Em

geral, para cada molécula com N atomos h& 3N graus de liberdade para 0 movimento
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translacional, rotacional e vibracional. Trés desses graus de liberdade sdo devidos a
translacdo molecular nas direcfes X, y e z e trés para a rotacdo molecular ao redor
desses eixos. No caso de uma molécula linear, existem apenas dois movimentos
rotacionais. Os demais graus de liberdade correspondem a modos normais de
vibracéo independentes. Ou seja, uma molécula linear possui 3N-5 modos normais e
uma molécula ndo linear possui 3N-6 modos normais (LANDAU; LIFSHITZ, 1976).

A frequéncia de um modo normal especifico depende da for¢a da ligacdo e da
massa dos atomos envolvidos. A frequéncia propria de cada modo vibracional Raman
ativo € medida experimentalmente utilizando espectroscopia Raman em unidade de
nimero de onda (cm?) (HARRIS; BERTOLUCCI, 1978). Os modos de vibracéo
representam complexas mudancas de posi¢do dos atomos em relacdo uns aos outros,
entre as quais pode-se mencionar:

(1) Modos de estiramento: Nesse modo, o comprimento de ligacéo entre dois
atomos vai mudar de forma simétrica ou assimétrica. Ele tem uma energia maior do
que os outros modos, porque é mais dificil comprimir ou esticar o vinculo do que
dobra-lo.

(2) Modo de deformacao: Nesse caso, o angulo entre as duas liga¢cdes mudara
periodicamente enquanto o comprimento de ligacédo fica inalterado, ocorrendo no
plano e fora do plano de deformacdo. No plano, a deformacdo pode ser do tipo
"tesoura” — na qual os atomos se movem em sentidos opostos, o que leva a uma
mudanca no angulo entre eles — e "balanc¢o" —em que os atomos se movem na mesma
direcdo de maneira que o angulo entre eles e o restante da molécula vai mudar. A
flexdo para fora do plano inclui "rotacdo"”, que representa a variacdo do angulo entre
o plano de certo grupo de atomos e um plano através do resto da molécula, e "tor¢ao",
que representa a variacdo do angulo entre os planos de dois grupos de atomos.

Essas vibracdes podem ser dificeis de visualizar, razdo pela qual s&o
mostradas aqui com determinada molécula. Por exemplo, a molécula orgéanica simples

(O=CH2) tem seis modos normais de vibracao ilustrados na Figura 6.
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Figura 6: Modelo simples representando os modos de vibragdo de uma molécula organica
(O=CHpy). Os sinais + e —indicam movimentos perpendiculares ao plano da pagina.
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Devido a estrutura molecular complexa de amostras biologicas, 0os seus
espectros de Raman sdo compostos por bandas largas sobrepostas que representam
diferentes modos de vibracdo de um grande numero de moléculas diferentes. Isso faz
com que a identificagdo de modos vibracionais especificos ndo seja simples.

Uma das vantagens da espectroscopia Raman em relacdo a demais técnicas
oOticas é ndo ser invasiva e fornecer informagdes sobre o material estudado em tempo
real. No caso de células de bactérias essas caracteristicas séo ainda mais relevantes,
porque podemos acompanhar o desenvolvimento dos componentes celulares, através
da identificagcdo de picos, garantindo que os resultados espectrais sao devidos a

atividade de células vivas (ZU et al., 2014).
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2.3 APLICACOES DE ESPECTROSCOPIA RAMAN EM MICROBIOLOGIA

Por ser uma técnica nédo invasiva, dispensar o uso de reagentes e indicadores
quimicos - e na medida em que seus resultados podem ser obtidos em tempo real
(HUANG et al.,, 2004) -, a espectroscopia Raman é amplamente empregada na
caracterizacdo microbiolégica.

Em um estudo clinico feito para identificar patdgenos causadores de infec¢des
na corrente sanguinea de pacientes hospitalizados, Maquelin et al. (2003) analisaram
135 amostras de sangue, das quais 129 apresentaram contaminacao por bactérias.
Essas amostras, devidamente preparadas e cultivadas em Agar Mueller Hinton,
resultaram em microcolénias cultivadas por um periodo de 6 a 8 h, que foram
avaliadas por espectroscopia Raman (laser em 830 nm) diretamente da col6nia no
Agar. A identificacdo dessas cepas resultou em 92,2% de acerto, o que sinaliza a
possibilidade do uso da espectroscopia Raman como ferramenta para uma rapida
identificacdo microbiana.

Em outro estudo, realizado por Choo-Smith et al. (2001) com cinco cepas
microbianas (Staphyloccocus aureus CIP 4.83, Staphyloccocus aureus CIP 53.154,
Escherichia coli CIP 53.126, Escherichia coli CIP 54.8T e Candida albicans ATCC
90028), os pesquisadores registraram 0 espectro das microcoldnias diretamente do
meio de cultura depois de 6 h, 12 h e 24 h de incubacgéo e estabeleceram uma base
de dados. Ainda no referido trabalho, usando a microespectroscopia Raman (laser em
830 nm), os autores conseguiram identificar e separar os microrganismos de espécies
e géneros diferentes. Esses resultados também demonstram que as técnicas
espectroscopicas vibracionais podem ser ferramentas Uteis para estudar a natureza
do desenvolvimento de colonias.

Puppels et al. (2000) realizaram um estudo avaliando a influéncia que o meio
de cultura poderia ter sobre o espectro Raman obtido, bem como diferencas
espectrais em funcdo da profundidade de penetracdo do laser (830 nm) na colonia.
Foram utilizadas colbénias de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecium crescidas em meio de Mueller
Hinton apds 6 h de incubacdo. Embora tenha utilizado apenas um tipo de meio,
observou-se a influéncia deste nos espectros obtidos, assim como 0s picos referentes
a agua entre 1550-1700 cm. Na avaliagdo quanto a regido da col6nia em que era

realizada a incidéncia da luz e coleta dos espectros (superficie ou em profundidade),
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foram verificadas diferencas nos espectros, provavelmente devidas aos diferentes
niveis de moléculas de RNA em regifes de bordas comparativamente ao centro. Além
disso, os espectros diferentes mostraram picos de timina (749 cm) e fenilalanina
(1004 cm™), indicando a presenca de outras substancias biolégicas (PUPPELS et al.,
2000).

Huang et al. (2004) analisaram com microscépio Raman (laser em 532 nm)
0s espectros de uma unica célula de espécies microbiologicas (Acinetobacter ADP1,
Agrobacterium, Bacillus, Chromobacterium violaceum, Escherichia coli DH5R,
Pseudomonas putida NCIMB 11764 e Citrobacter). Essas medidas foram utilizadas
para discriminacdo das espécies e diferenciacdo das fases de crescimento. Esse
trabalho sugere que a espectroscopia Raman tem um potencial significativo para
estudos que requerem a identidade 6tica dos agentes biolégicos responséaveis pelo
funcionamento das células microbianas.

Hamasha et al. (2013) com a técnica da Espectroscopia Raman obtiveram a
descriminacdo de cepas patogénicas (E. coli O157:H7) e nao patogénicas (E. coli C,
E. coli Hfr K-12, e E. coli HF4714).

Athamneh et al (2014) realizaram um estudo em que foram testados os efeitos
de novos farmacos na inibicdo de DNA e RNA de células de E. coli, apds 16 horas de
crescimento da cultura, demonstrando o poder da espectroscopia Raman (laser em
532nm) como metodologia de perfil celular. Os autores ressaltaram que o0 uso da
espectroscopia Raman é vantajoso por ser uma técnica ndo invasiva e seus
resultados sédo obtidos em tempo real.

Com o mesmo objetivo, de associar a bactéria ao uso de farmacos, Moritz et
al (2010) acompanharam os espectros dos estados metabdlicos de E. coli (ATCC
25922). A amostra foi semeada em &gar sangue por 12 horas antes das medidas,
retirando-se uma parte para medidas de absorbéancia (A = 600 nm) a cada 1-2 horas
com o objetivo de determinar uma curva de crescimento em funcdo do tempo. Com
espectroscopia Raman de pinca laser (LTRS) em 785 nm pode-se obter as
“‘impressdes digitais” dos diferentes estados metabdlicos da bactéria e as mudancas
espectrais quando as células estdo em tratamento com o antibiético estudado. Através
do emprego da PCA os espectros foram divididos em trés grupos de acordo com seu
estagio metabdlico

Walter et al. (2011), mostraram que espectroscopia Raman (excitagcdo 224 nm

e 532 nm), pode diferenciar cepas de E. coli de acordo com um plasmideo contendo
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um gene resistente a ampicilina. Os autores concluiram que o0s espectros resultantes
sugerem maior teor de lipideos e RNA e baixo citocromo em cepas que continham o
plasmideo. A espectroscopia Raman monitorou o estado metabdlico das amostras
com e sem presenca de medicamento. As cepas foram discriminadas com o emprego

da analise estatistica LDA (Linear Discriminant Analysis).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ORIGEM E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras denominadas H2/11, H3C2/12, 109 e 110 foram coletadas de
agua nao tratada destinada a irrigacao rural na regido norte do estado do Parana,
Brasil. No Laboratério de Bacteriologia da Universidade Estadual de Londrina, as
bactérias foram identificadas, isoladas, armazenadas em agar estoque (como visto na

Figura 7) e mantidas na temperatura de 4 °C.

Figura 7: Cepas de E. coli em agar estoque.

Para as medidas espectroscopicas, as amostras foram replicadas seguindo
dois protocolos, descritos a seguir, com meios de cultura diferentes: caldo nutriente e
caldo EC. Optou-se por fazer o crescimento das cepas em meio de cultura liquido,
porque o estado fisico da amostra influencia o resultado dos espectros (PUPPELS et

al, 2000) e essas cepas habitam comumente ambientes hidricos.

3.1.1 Protocolo 1: duas amostras crescidas em caldo nutriente.

Para replicar as amostras H2/11 e H3C2/12 foi preparado um caldo liquido
nutriente no Laboratério de Microbiologia do Centro de Estudos do Mar da
Universidade Federal do Parana. Para tal preparo, fez-se uso de extrato de carne (1
g/L), peptona (5 g/L), cloreto de sddio (5 g/L) e extrato de levedura (2 g/L).
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O caldo nutriente foi dosado em 10 mL e depositado em tubo de ensaio,
passando em seguida por processo de esterilizacdo. A Figura 8 mostra os tubos de

ensaio contendo o caldo nutriente esterilizado.

Figura 8: Tubos de ensaio contendo caldo nutriente.

As colbnias foram semeadas no caldo nutriente com auxilio de uma al¢ca
descartavel. A seguir, foram colocadas em aparelho de banho térmico (Lauda —
Ecoline Staredition E200, resolucdo de 0,1° C) durante 24 horas (Figura 9), com a

finalidade de manter a temperatura constante a (37,00 + 0,05) °C.

Figura 9: Equipamento de banho térmico.

Para as aferi¢cdes oOticas, cerca de 4 mL da mistura foram transferidos do tubo
de ensaio para uma cubeta de quartzo a cada 1,5 h. As amostras sob analise foram
acomodadas em um suporte de cubetas (CUV-ALL-UV, Ocean Optics). Apos o



36

processamento de medidas de espectroscopia Raman e de absorcédo, o contetdo da

cubeta de quartzo foi devolvido ao tubo de ensaio no banho térmico.

3.1.2Protocolo 2: quatro amostras em caldo EC.

Para a replicagéo das amostras H2/11, H3C2/12, 109 e 110, depositaram-se
10 mL em tubo de ensaio de caldo liquido EC (K25-610063, KASVI) composto de:
Triptose (20,0 g/L), Lactose (5,0 g/L), Cloreto de Sodio (5,0 g/L), Fosfato Dipotassio
(4,0 g/L), Fosfato Diidrogénio de Potassio (1,5 g/L) e Sais Biliares n°3 (1,5 g/L). Apo6s
a esterilizacdo em autoclave, as microcoldnias foram semeadas com auxilio de uma
alca descartavel.

Apos alguns testes, percebeu-se que todas as cepas exigiam um tempo longo
para adaptar-se ao meio. Por essa razéo, os tubos de ensaio permaneceram 12 horas
em aparelho de banho térmico (Figura 9) a 37,00 + 0,05 °C, antes da primeira medic&o.

Para as afericGes 6ticas, cerca de 4 mL da mistura foram tranferidos do tubo
de ensaio para uma cubeta de quartzo nos tempos: 12h, 14h, 15h, 16h, 17h, 20h, 21h,
22h, 23h e 24h. As amostras sob analise foram acomodadas em um suporte de
cubetas (CUV-ALL-UV, Ocean Optics). ApGs o0 processamento de medidas de
espectroscopia Raman e de absorcédo, o contetdo da cubeta de quartzo foi devolvido

ao tubo de ensaio no banho térmico.

3.2 AQUISICAO DE DADOS

3.2.1Espectroscopia Raman

Um espectrometro 6tico (iIHR550, HORIBA Jobin Yvon) com um detector CCD
(do inglés, charge-coupled device) (Synapse, 1024 x 256 elementos, Horiba Jobin
Yvon), resfriado termoeletricamente a -70 °C, foi usado para coletar as informacgdes
de desvio relativo Raman das bactérias excitadas, conforme apresentado na Figura
10. O espectrémetro é equipado com uma grade de difracdo de 1200 linhas/mm. O
tempo de exposicao para obtencdo dos espectros foi de 40 s com 10 acumulagdes

por espectro.
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A amostra foi excitada por um laser de diodo em 785,0 £ 0,6 nm com poténcia
de 100 mW. A conexao Otica entre o suporte de cubetas e o espectrometro foi feita
com uma fibra o6tica (M37L02, 550 um de diametro, Thorlabs). A fenda do
espectrometro foi ajustada em 200 um, levando a uma resolucédo de 3,5 cm™.

Fibra otica
(cabo de prova)

Figura 10: Representacdo esquemética da montagem experimental para aquisi¢cédo de
espectros Raman.

A aquisicdo e a acumulacdo de espectros foram feitas por um
microcomputador com o software de dados foi centrada a 1100 cmt, que corresponde
a faixa de 885,33 cm™ até 1302,13 cm™.

3.2.2 Absorgao e Transmissao

A presenca de Escheria Coli leva a turvacao do caldo nutriente, por isso pode-
se detectar a concentracdo de bactérias por medidas de turbidimetria. Para isso, 0s
espectros de absorcéo e transmissao foram medidos com um espectrometro a fibra
otica UV-VIS (HR4000, 200-1100 nm, Ocean Optics, rede de difracdo holografica
composta HC-1), operando com resolugéo de 7 nm no comprimento de onda de 550
nm, e utilizando como fonte de luz uma lampada de tungsténio halégena (LS-1 Ocean
Optics). A conexao Otica entre a fonte de luz e o suporte de cubetas foi feita com uma
fibra 6tica da Ocean Optics (P200-2-UV-VIS, 200 um de diametro). O sinal da amostra
foi guiado, por uma fibra ética de 200 um (M25L02, Thorlabs), do suporte de cubetas
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até o espectrometro. Os dados foram processados pelo software Spectra Suite
(Ocean Optics)

A Figura 11 apresenta um esquema da montagem experimental.

Figura 11: Representagdo esquematica da montagem experimental para medidas de absorgéo
e transmissdo das amostras.

3.3 PRE-PROCESSAMENTO E ANALISE ESTATISTICA

Apbs a coleta e processamento de dados, os espectros foram sujeitos a uma
suavizacgdao através da técnica Savitzky-Golay para amenizar os sinais de ruido. Esse
método consiste em executar regressao polinomial entre 20 pontos vizinhos, cujos
valores séo substituidos. As larguras e alturas de picos séo preservadas. Na Figura
12 (A e B), apresenta-se um exemplo de espectro antes e depois da suavizacdo. Com
o sinal suavizado, a fluorescéncia de fundo (linha de base) foi retirada para melhor

avaliacdo das intensidades de sinais, como exemplificado na Figura 12C.
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Figura 12: Suavizagdo dos espectros através da técnica Savitzky-Golay. A: Espectro antes da
suavizagdo; B: Espectro apds a suavizacéo e antes daremocdéo do sinal de fluorescéncia; C:
Espectro ap6s a remocao do sinal de florescéncia.

A fim de verificar a possibilidade de identificar as diferencas espectrais das
cepas clinicas e propor uma metodologia para agrupamento seu agrupamento de
acordo com caracteristicas espectrais semelhantes, os espectros foram submetidos a
Andlise dos Componentes Principais (PCA - Principal Components Analysis)
(PEARSON, 1901). A PCA ¢é uma ferramenta estatistica que ajuda a identificar a
relacdo entre as caracteristicas extraidas dos dados coletados, podendo ser utilizada
qguando se pretende analisar dados de natureza multivariada.

Para essa ferramenta, os dados precisam estar dispostos em uma matriz X
com N linhas (observacgdes) e K colunas (variaveis). Através da transformacéo linear
dos dados de X para um novo sistema de coordenadas, a maior variancia de todas as
projecOes sera posicionada como a primeira coordenada (PC1), a segunda maior
variancia (ortogonal a primeira) sera a segunda coordenada (PC2) e assim por diante.
Cada componente possui um peso, o escore (ES), que corresponde a intensidade que

cada componente principal possui no dado original. Dessa forma, o método PCA
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agrupa as variaveis que estao altamente correlacionadas nas primeiras coordenadas
(Figura 13).

Projecéo da
L. observagao i

Figura 13: PC1 e PC2 formando um novo plano no espa¢o multidimensional de dados. Os
pontos representam observacdes, que recebem um escores por suas projecdes nesse plano
PC1xPC2.

Pode-se escrever que:

A =ESx PC (15)
onde A € a matriz m por n dos espectros Raman obtidos (m = intensidade do
espalhamento para cada desvio Raman medido no espectro, n = tempo em que cada
espectro foi coletado), ES é a matriz n por n dos escores de reconstrucdo dos
espectros originais e PC é a matriz n por m dos componentes principais do conjunto
de dados A. Desde que ES € o "peso" de cada componente principal na formacao do
espectro original, este parametro apresenta informacdo sobre tendéncias e
caracteristicas da estrutura dos dados, como agrupamentos, podendo ser utilizado
para a classificagao.

A PCA foi calculada através do software OriginPro 2015 (OriginLab) utilizando
todos os espectros das diferentes cepas. As variaveis PC1 e PC2 foram plotadas uma
em relacédo a outra e, para o agrupamento dos dados em cada uma das medidas

utilizou-se os valores de ES.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS PARA A ESPECTROSCOPIA DE ABSORSAO UV-VIS: CURVA
DE CRESCIMENTO

Para a obtencdo da curva de crescimento bacteriano, foram realizadas
medidas de absorbancia na faixa de 300 nm até 1050 nm. Durante 24 horas, 0s
espectros foram coletados em concordancia com as medidas Raman. Na Figura 14

observa-se um espectro de absorbancia.

3,0 T T T T T T T

2,5 .

Absorbancia (D.O.)

0,0

T T T T T T T
400 600 800 1000
Comprimento de Onda (nm)

Figura 14: Espectro de Absorbéancia recolhido apds 24 horas de crescimento da amostra.

As curvas de crescimento em meio caldo nutriente e em caldo EC estéo
representadas nos graficos das Figuras 15 e 16, respectivamente. Para compor a
curva e melhor analisar a evolu¢do das amostras em relacdo ao tempo, foi escolhido,
por relevancia, o valor da absorbancia para o comprimento de onda de 600 nm.
Observa-se que o tempo limite para as fases lag, exponencial e estacionaria néo

coincidem nas diferentes amostras.
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Figura 15: Absorbancia da luz em 600 nm para caldo nutriente semeado com cepas de E. coli
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Figura 16: Absorbéncia da luz em 600 nm para caldo EC semeado com cepas de E. coli (A):
H2/11; (B): H3C2/12; (C): 109; (D): 110. As linhas sdo apenas para melhor acompanhamento
dos pontos.

A partir da observacgao dos resultados nas Figuras 15 e 16, pode-se afirmar a

presenca e o desenvolvimento das colbnias de bactérias nos meios de cultura.

Também, pode-se dizer que o crescimento durante as 24 horas de todas as amostras

imersas em caldo nutriente permaneceram por uma quantidade de tempo menor na
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fase lag (de adaptacédo) em comparacdo com as amostras imersas em caldo EC. Em
contrapartida, as amostras em caldo EC obtiveram valores de absorbancia mais
elevados, nota-se que a turbidez maxima para as amostras crescidas em caldo
nutriente foi DO = 0,5, enquanto que para as amostras crescidas em caldo EC foi de
DO = 2,5. Esses resultados estdo de acordo com o esperado (LINDQVIST, 2006).

Através da fase exponencial na curva de crescimento, calculou-se o tempo de
geracao, isto €, o tempo exigido para a populacdo dobrar em numero. Os resultados
para cada amostra estdo representados na Figura 17 (meio caldo nutriente) e na
Figura 18 (meio caldo EC).

o H2/11
Linear Fit

o o o 0 0 o oo

H2/11
Meio: Caldo Nutriente
G=047h

Absorbancia (D.O.)

0,01 . et

0o H3C2/12
Linear Fit

H3C2/12
Meio: Caldo Nutriente
G =0,4%9h

Absorbancia (D.O.)
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Figura 17: Calculo do tempo de geracédo para as amostras de E. coli, em meio de caldo

nutriente, através do gréfico de Absorbancia em escala logaritmica. (A) H2/11: 0,47 horas; (B)
H3C2/12: 0,49horas.
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Figura 18: Célculo do tempo de geracédo para as amostras de E. coli, em meio caldo EC,

Tempo (horas)

25

através do grafico de Absorbancia em escala logaritmica. (A) H2/11: 0,46 horas; (B) H3C2/12:
0,7 horas; (C)109: 0,7 horas; (D) 110: 1,2 horas.

Os tempos de geragcdo nas amostras H2/11 e H3C2/12, em caldo nutriente,

possuem valores proximos um do outro (0,47 horas e 0,49 horas). Em caldo EC, a

amostra H2/11 obteve um tempo de geracéo de 0,47 horas, valor semelhante ao do

outro meio; as amostras H3C2/12 e 109 tiveram o mesmo tempo de geracéo, 0,7

horas, e a amostra 110 teve o maior tempo de geracédo de todas as cepas analisadas,

1,2 horas.

Observou-se que os tempos de geracdo das amostras H2/11, H3C2/12 em

caldo nutriente e a amostra 110 em caldo EC foram determinados a partir de uma reta

ajustada por apenas dois pontos. Isso se deve a uma taxa da amostragem baixa

comparada ao rapido desenvolvimento na fase exponencial. Nesses casos, os valores

devem ser analisados com precaugao.
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4.2 RESULTADOS PARA A ESPECTROSCOPIA RAMAN

Para as medidas de espectroscopia Raman, inicialmente foi adquirido o
espectro para o caldo de cultura nutriente e caldo EC a 37°C. Na Figura 19, pode-se

observar os espectros caracteristicos recolhidos dos caldos de cultura puros.
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Figura 19: Espectros Raman do caldo de cultura nutriente e caldo de cultura EC sem
semeadura de E. coli.

Nota-se que no caldo nutriente existe um sinal de uma banda entre 1050 cm™
e 1300 cm™ que nao ocorre no caldo EC, mas a intensidade dos picos nessa regiao &

semelhante para os dois espectros.

A Figura 20 apresenta 0s espectros de monitoracdo por espectroscopia
Raman das duas cepas (H2/11 e H3C2/12) de E. coli, guando semeadas em caldo de

cultura nutriente a 37° C para crescimento.
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Para melhor observar as diferencas nas intensidades dos picos nos espectros
ao longo do tempo, nas Figura 21 (caldo nutriente) e Figuras 22/23 (caldo EC), séo
mostrados apenas 0s espectros sobrepostos correspondentes aos tempos apos a
inoculagao: 1,5h, 6,0h, 12,0h e 24,0 h.



47

24,0 horas
22,5 horas
21,0 horas
19,5 horas

18,0 horas
16,5 horas

Intensidade

13,5 horas
12,0 horas
10,5 horas
9,0 horas

7,5 horas

6,0 horas
T eSS o 4,5 horas

- \MMKA/% 30 horas
= 1,5 horas

I ' I ' I ' I ' I
900 1000 1100 1200 1300

Deslocamento Raman (cm'l)

24,0 horas
22,5 horas
21,0 horas
19,5 horas
18,0 horas
16,5 horas

13,5 horas

Intensidade

12,0 horas
10,5 horas

9,0 horas

7,5 horas

6,0 horas
4,5 horas

' *o’\\r ‘,,"' 3,0 horas

i d 4’"1.\ W4 7
— ' “ ' 1,5 horas

I ' I ' I ' I ' I
900 1000 1100 1200 1300
Deslocamento Raman (cm™)
Figura 20: Espectros Raman ao longo de 24 horas para cepas de E. coli crescidas em caldo

nutriente. A) Amostra H2/11. B) Amostra H3C2/12. Os espectros estdo deslocados em ‘y’ para
facilitar a visualizacéo.
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Os espectros de monitoracdo do crescimento sobrepostos das quatro cepas

(H2/11, H3C2/12, 109 e 110) semeadas em caldo EC a 37° C séo apresentados nas

Figuras 22 e 23.
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Figura 22: Espectros Raman sobrepostos ao longo de 24 horas para cepas de E. coli: amostras
H2/11 e H3C2/12 em caldo EC. As setas indicam picos identificaveis
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Figura 23 Espectros Raman sobrepostos ao longo de 24 horas para cepas de E. coli: 109 e 110
em caldo EC. As setas indicam picos identificaveis.

A evolugdo dos espectros mostra que durante o tempo houve variagéo

significativa na intensidade. Uma distincdo relevante entre os dois meios de
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crescimento foi a presenca de lactose no caldo EC, um importante constituinte para a
nutricdo da E. coli. Por esse motivo, 0s espectros em caldo nutriente apresentaram
baixa intensidade em relagcéo aos espectros em caldo EC.

Nesses espectros foram identificados nove picos (942 cm, 977 cm?, 1036
cm?, 1086 cm™, 1140 cm™, 1188 cm?, 1192 cm?, 1207 cm™ e 1251 cm™), para todas
as amostras. Isso se deve a uma constituicdo quimica semelhante entre as cepas. Os

nove picos de interesse e sua identificacé@o biolégica estéo listados na Tabela 2.

Tabela 2 — Picos Raman identificados nos espectros bacterianos e sua atribuigcao biolégica,
baseada na literatura. (NAUMANN et al., 1982; PUPPELS et al., 2000; MAQUELIN et al., 2002;
PARET et al.,, 2010; POPP et al., 2005; HUANG et al., 2004).

Deslocamento Identificacéo

Raman (cm™)

Pico 1: 942 Estiramento C-C (amida lll)

Pico 2: 977 Estiramento C-C esqueletal do anel aromatico da

fenilalanina - proteinas

Pico 3: 1036 Estiramento C-N e C-C

Pico 4: 1086 Acidos nucléicos (estiramento simétrico PO2) e estiramento
esqueletal C-C e C-O-C da ligacao glicosidica de sacarideos
Pico 5: 1140 Estiramentos C-C, C-O, C-O-H

Pico 6: 1188 Dobramento C-H no plano de tirosina, guanina e citosina e 4cidos
graxos (acido estearico)

Pico 7: 1192 Deformacdo COH

Pico 8: 1207 Amida lll, estiramento C-C da tirosina

Pico 9: 1251 Fenilalanina, triptofano e proteinas

Para melhor acompanhamento da evolugcdo dos picos de interesse,
encontrados nos espectros Raman, as intensidades foram acompanhadas em relacéo

ao tempo de crescimento das amostras nas Figuras 24, 25, 26, 27 e 28.
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Figura 24: Intensidades dos picos de interesse 1 e 2 em funcéo do tempo, para as amostras
H3C2/12 e H2/11 de E. coli semeada em meio Caldo Nutriente. As linhas s&o apenas para
melhor acompanhamento dos pontos
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Figura 25: Intensidades dos picos de interesse de 3 a 8 em funcao do tempo, para as amostras
H3C2/12 e H2/11 de E. coli semeada em meio Caldo Nutriente. As linhas s&o apenas para

melhor acompanhamento dos pontos
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Figura 26: Intensidades do pico 9 em funcdo do tempo, para as amostras H3C2/12 e H2/11 de E.
coli semeada em meio Caldo Nutriente. As linhas sdo apenas para melhor acompanhamento
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Figura 27: Intensidades dos picos de interesse de 1 a4 em fun¢édo do tempo, para as amostras
H3C2/12, H2/11, 109 e 110 de E. coli semeada em meio Caldo EC. As linhas sdo apenas para
melhor acompanhamento dos pontos.
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melhor acompanhamento dos pontos.

As diferencas de intensidade entre os espectros Raman e entre as curvas de

crescimento obtidas para uma mesma cepa podem ser atribuidas a diferente
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constituicdo quimica dos dois caldos de cultura. Sendo que, amostras crescidas em
caldo nutriente apresentaram resultados com intensidades menores do que aqueles

obtidos para amostras crescidas em caldo EC.

Observou-se que os picos 4, 5 e 6 foram os que resultaram em maior variacdo
de intensidade no tempo, podendo ser relacionados com a atividade metabdlica de

células vivas nas coldnias, conforme descricdo de sua atribuicdo na Tabela 2.

A tendéncia, observando os resultados das Figuras 27 e 28, é que 0s picos
tenham o seu maximo no que coincide com o fim da fase exponencial e comeco da
fase estacionaria, para cada amostra, seguido de um decréscimo. Os picos das
amostras crescidas em meio caldo nutriente (Figuras 24, 25 e 26) seguiram o padrao

da curva de crescimento da Figura 15.

4.3 RESULTADOS PARA A PCA

Os dados espectrais obtidos foram submetidos a andlise de dados
multivariada PCA, a fim de desenvolver uma classificacdo metabdlica entre os
espectros. Os espectros foram analisados segundo a rotina de calculos no Origin
(OriginLab) através de uma matriz com as intensidades de cada desvio Raman (linha)
em funcdo do tempo da coleta de cada espectro (coluna) para cada amostra. As
variaveis de saida da PCA (PCs e ESs) correlacionam as possiveis diferencas
espectrais. Os resultados da porcentagem de variancia explicada em cada

componente principal estdo nas Tabelas 3 e 4.

Por analise PCA se observou que as componentes principais PC1 e PC2
foram responsaveis pela maior parte das variacées espectrais, eles foram plotados a
fim de comparacédo com os espectros das bactérias para o meio caldo nutriente (Figura
29) e caldo EC (Figura 30 e 31). Os escores desses componentes principais foram
plotados para cada cepa bacteriana e seu meio nutriente, de modo a oferecer melhor

discriminagéo.



para amostras crescida em caldo nutriente.

Amostra | Componente | Variancia | Variancia
Principal (%) Total (%)
1 62,86 62,86
2 16,82 79,68
H2/11 3 7,62 87,30
4 531 92,61
5 1,75 94,36
1 94,09 94,09
2 2,24 96,33
H3C2/12 3 1,08 97,41
4 0,74 98,15
5 0,50 98,65

para amostras crescida em caldo EC.

Amostra | Componente | Variancia | Variancia
Principal (%) Total (%)
1 63,43 63,43
2 22,48 85,92
H2/11 3 7,29 93,20
4 3,00 96,20
5 2,00 98,20
1 94,61 94,61
2 3,73 98,34
H3C2/12 3 0,84 99,18
4 0,39 99,57
5 0,19 99,76
1 84,63 84,63
2 7,19 91,82
109 3 3,10 94,91
4 1,90 96,82
5 1,31 98,13
1 96,12 96,12
2 3,39 99,51
110 3 0,29 99,80
4 0,15 99,96
5 0,02 99,98

57

Tabela 3 — Porcentagem da variancia obtida com a andlise de componentes principais (PCA)

Tabela 4 - Porcentagem da variancia obtida com a anélise de componentes principais (PCA)
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Figura 29: Espectros dos Componentes principais PC1 e PC2 para as amostras H3C2/12 e
H2/11 de E. coli semeadas em Caldo Nutriente. Os espectros foram deslocados verticalmente

para melhor visualizacéo.
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Figura 30: Espectros dos Componentes principais PC1 e PC2 para as amostras H3C2/12 e
H2/11 de E. coli semeadas em Caldo EC. Os espectros foram deslocados verticalmente para
melhor visualizacéo.
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Figura 31: Espectros dos Componentes principais PC1 e PC2 para as amostras 109 e 110 de E.

coli semeadas em Caldo EC. Os espectros foram deslocados verticalmente para melhor
visualizacéao.
Comparando os resultados das Figuras 29 a 31 com os espectros das Figuras
21, 22 e 23 comprovamos que a maior parte da informacéo dos dados esta contida

apenas na componente principal PC1.

A Figura 32 representa a plotagem PC1 versus PC2 para as amostras H2/11
e H3C2/12 em Caldo Nutriente.
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Figura 32: PC1 versus PC2 para as amostras H3C2/12 e H2/11 de E. coli semeadas em Caldo
Nutriente.

As regides de separacao na Figura 32, para amostras crescidas em meio caldo
nutriente, ndo forneceram informacgoes suficientes para a classificagcdo em regides
metabdlicas que foram notadas nos espectros de absor¢cdo e Raman. Esse resultado
pode estar vinculado ao fato de que os espectros Raman, para esse protocolo, ndo
obtiveram intensidades com diferencas significantes no decorrer das 24 horas. Mas a
PCA pode ser considerada uma ferramenta valida, pois consegue reproduzir 0s picos

do espectro Raman medidos experimentalmente (Figura 29).
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As Figuras 33 e 34 representam a plotagem PC1l versus PC2 para as
amostras H2/11, H3C2/12, 109 e 110 em meio Caldo EC. Nessa representacao, foi

possivel separar em regides metabdlicas conforme separacdo geométrica no grafico.
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Figura 33: PC1 versus PC2 para as amostras H3C2/12 e H2/11 de E. coli semeadas em Caldo

EC.
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Figura 34: PC1 versus PC2 para as amostras 109 e 110 de E. coli semeadas em Caldo EC.

Através da Figura 33 pode-se notar que a amostra H2/11 apresentou uma
melhor separagdo entre as fases de crescimento bacteriano. As amostras H3 e 110
separaram melhor a fase lag, aproximando, ainda que com certa divisdo, a fase
estacionaria da lag. A amostra 109 separou a fase lag, mas mesclou as fases
exponencial e estacionaria.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho foi desenvolvido para analisar caracteristicas do crescimento
uma espécie bacteriana, comum na contaminac¢do de ambientes hidricos, atraves de
seu comportamento 6tico em funcdo do tempo. Duas composicdes de meios de
cultura foram empregadas com o minimo de manipulacdo das amostras: caldo
nutriente e caldo EC.

As cepas H2/11 e H3C2/12 sairam da fase lag de crescimento (sem
reproducdo significativa) 4,5 horas e 3,0 horas, respectivamente, apds a replicacdo no
caldo nutriente. Enquanto que no caldo EC foram necessarias 20,0 horas para a cepa
H2/11 e 14,0 horas para H3C2/12. Além da composi¢éo quimica dos meios, outro fator
que contribuiu para a discrepancia no tempo de crescimento foi a temperatura
ambiente. O procedimento com caldo nutriente foi realizado quando a temperatura
externa estava em média 22°C e com caldo EC a temperatura média era de 15°C.
Mesmo com climatizag&o fixa no laboratério, a baixa temperatura externa inibiu o
crescimento inicial das bactérias quando retirada uma aliquota da amostra do banho
térmico (37°C) para as medicdes oOticas.

Apesar da dificuldade em deixar a fase de crescimento lag, as cepas medidas
em caldo EC atingiram a fase estacionaria em um tempo comum, até 21 horas, para
trabalhos que acompanham os parametros de crescimento por turbidez. Com excecéo
da cepa H2/11 que precisou de 22 horas.

O célculo indireto do tempo de geracao, através da curva de crescimento,
mostrou que as cepas estudadas em caldo EC podem ser de diferentes sorotipos.
Crescendo nas mesmas condi¢cfes, a amostra H2/11 possui um tempo de geracéo de
0,46 horas, ao passo que as amostras H3C2/12 e 109 o tempo foi de 0,7 horas. A
amostra 110 obteve um tempo de geracdo de 1,2 horas, resultado que deve ser
observado com cautela, na medida em que foi obtido com apenas dois pontos da reta.
Assim, essa medida teve uma taxa de amostragem ndo adequada a taxa de
crescimento.

As cepas estudadas em caldo nutriente alcancaram a fase estacionéria com
9,0 horas (H2/11) e 6,0 horas (H3C2/12) na curva de crescimento. Os tempos de
geragdo calculados foram valores proximos (0,47 horas e 0,49 horas,

respectivamente). Esse resultado também precisa ser observado com precaugéao, pois
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a turbidez maxima ficou abaixo do esperado e somente dois pontos determinou a
inclinacdo da reta.

As amostras de E. coli exibiram alteragcdo de intensidades nos espectros
Raman ao longo do tempo do experimento quando crescido em meio de cultura caldo
EC. Essas variacdes espectrais correlacionam-se com as alteracfes metabdlicas que
as células experimentam durante as fases de crescimento. Tal resultado néo foi
notado nas amostras crescidas em meio de cultura caldo nutriente. Provavelmente,
esse meio ndo forneceu nutricdo suficiente para que o aumento na microcolonia e
consequentemente, na intensidade de sinal fossem significativos.

Foi possivel correlacionar algumas bandas Raman especificas (Tabela 2) aos
constituintes presentes nas bactérias, mostrando que foi uma ferramenta adequada
para a identificacdo das amostras. O pico 4 (1086 cm™) teve a maior variacdo de
intensidade, essa banda foi atribuida a informacé&o genética da célula de E. coli. Esse
resultado esta em grande concordancia com a variacao da turbidez (quantidade de
células) e de acordo com previsoes.

Os espectros Raman, para as amostras do protocolo 2, podem ser utilizados
para identificar o estado metabdlico das células. O método estatistico multivariado
PCA indicou que os espectros podem ser agrupados de acordo com estados
metabdlicos ou fases de crescimento, corroborando com os resultados obtidos para
as espectroscopias de absor¢cdo UV-VIS e Raman.

Esses resultados sugerem que existe uma relagdo entre as variagdes dos
espectros Raman e a concentracdo de microrganismos em meio liquido. Os picos
caracteristicos identificados da bactéria, em especial os que obtiveram maior
intensidade, podem ser empregados para essa finalidade, uma vez que, a
espectroscopia de absor¢cdo UV-VIS e outros métodos de contagem nao fazem
distincéo entre células vivas e mortas na amostra.

A variagdo espectral e a concentragdo de bactérias em fungéo do tempo foram
observacdes importantes para que, em trabalhos futuros, seja realizada a observacao

em tempo real da acéo de antibioticos para a inativacao da E. coli.
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5.1 TRABALHOS FUTUROS

Empregar novas ferramentas estatisticas de analise dos dados;

e Estudo de um numero maior de cepas de E. coli;

e Sorotipagem das cepas para comparacdo com medidas de diferencas

espectroscopicas;

e Utilizar outras composicdes para meios de cultura;

e Fazer contagem do numero de espécies bacterianas em placa.
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