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RESUMO

Diversos micro-organismos sao responsaveis por doencas infecciosas que
acometem seres humanos ou outros animais, as quais podem ser graves e levar a
Obitos. Sendo assim, a correta identificacdo destes patdgenos é necessaria para o
diagnoéstico adequado, bem como para definicdo do tratamento correto. Usualmente,
0s métodos tradicionais para identificacdo de micro-organismos envolvem testes
fenotipicos, uma série de ensaios de bioguimicos ou sequenciamento genético, 0s
quais sao efetivos, porém demandam tempo e suprimentos. Nos esforcos para
desenvolver técnicas diagnosticas fisico-quimicas sensiveis, eficazes e com
menores custos, a espectroscopia vibracional no infravermelho vem mostrando-se
como ferramenta ideal para analises de células microbianas, pois é capaz de
reconhecer padrdes vibracionais especificos e fornecer informagdes moleculares
sobre amostras biolégicas. Neste sentido, o presente trabalho tem como obijetivo
promover a caracterizacdo de micro-organismos utilizando espectroscopia
vibracional no infravermelho com transformada de Fourier (FT- IR) a partir da
inativagdo térmica por calor seco a 105°C. Para tal, foi utilizado o micro-organismo
padrdo Saccharomyces cerevisiae extraido e cultivado a partir do fermento comercial
Fleischmann ®. As colbnias cultivadas foram coletadas e transferidas para placas de
Petri (60x15mm), tiveram sua biomassa aferida e direcionadas a uma estufa de
secagem, onde permaneceram a 105°C por intervalos de tempo e, por fim, foram
novamente pesadas. Seguinte ao processo de secagem, foi realizada a analise da
inativacéo a fim de averiguar se 0os micro-organismos foram devidamente inativados.
As amostras secas foram trituradas e levadas para leitura em um espectrofotdmetro
Cary 630 Agilent FTIR com médulo ATR acoplado para obtencao do perfil espectral.
Tal perfil foi comparado com o obtido a partir da inativagdo utilizando
paraformaldeido 4% por meio de Analises de Componentes Principais (PCA),
Andlise Hierarquica de Cluster (HCA) e Freeviz. Deste modo, concluiu-se que 0s
tratamentos de inativagcdo e secagem aumentam a biosseguranca do operador e
melhoram a sensibilidade da analise por FTIR. A técnica também contribuiu para a

distincéo de diferentes métodos de processamento de amostras.

Palavras-chave: diagndstico; analises clinicas; analise multivariada.



ABSTRACT

Several microorganisms are responsible for infectious diseases that affect
humans or other animals, which can be serious and lead to death. Therefore, the
correct identification of these pathogens is necessary for the proper diagnosis, as
well as for the definition of the correct treatment. Usually, traditional methods for
identifying microorganisms involve phenotypic tests, a series of biochemical assays
or genetic sequencing, which are effective but demand time and supplies. In efforts to
develop sensitive, effective and cost effective physicochemical diagnostic techniques,
infrared vibrational spectroscopy has proved to be an ideal tool for microbial cell
analysis, as it is capable of recognizing specific vibrational patterns and providing
molecular information about biological samples. In this sense, the present work aims
to promote the characterization of microorganisms using vibrational spectroscopy in
infrared with Fourier transform (FT-IR) from thermal inactivation by dry heat at 105°C.
For this, the standard microorganism Saccharomyces cerevisiae extracted and
cultivated from the commercial yeast Fleischmann ® was used. The cultivated
colonies were collected and transferred to Petri dishes (60x15mm), had their biomass
measured and sent to a drying oven, where they remained at 105°C for time intervals
and, finally, were weighed again. Following the drying process, the inactivation
analysis was carried out in order to verify if the microorganisms were properly
inactivated. The dried samples were ground and taken for reading in a Cary 630
Agilent FTIR spectrophotometer with ATR module coupled to obtain the spectral
profile. This profile was compared with that obtained from inactivation using 4%
paraformaldehyde through Principal Component Analysis (PCA), Hierarchical Cluster
Analysis (HCA) and Freeviz. Thus, it was concluded that the inactivation and drying
treatments increase the operator's biosecurity and improve the sensitivity of the FTIR
analysis. The technique also contributed to the distinction of different sample

processing methods.

Keywords: diagnosis; clinical analysis; multivariate analysis.
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1 INTRODUCAO

A espectroscopia vibracional no infravermelho tem sido amplamente
empregada na analise de amostras bioldgicas, pois fornece informacgdes quimicas
sobre inUmeros compostos, revelando a estrutura, composicdo do material analisado
e permitindo a determinacdo desde moléculas mais simples até sistemas complexos
como células e tecidos. Neste sentido, a técnica também se destaca como uma
alternativa na identificacdo e caracterizacdo de patdogenos microbianos (FORATO et
al., 2010; ERUKHIMOYITCH et al., 2005).

Fungos e bactérias sdo micro-organismos frequentemente responsaveis por
doencas infecciosas que acometem seres humanos e outros animais, estas podem
ser graves e levar o individuo a 6bito. A correta identificacdo do patdgeno associado
a uma determinada infec¢éo se faz necessaria para a construcdo de um diagnostico
vélido e realizacdo do tratamento adequado, especialmente no contexto da utilizacédo
de antimicrobianos. Por conta disso, existem métodos tradicionais adotados na
identificacdo destes agentes, o0s quais podem envolver uma série de testes
fenotipicos, ensaios bioquimicos, sequenciamento genético ou técnicas como a
espectrometria de massas (MS) associada a ionizacdo por dessorcao a laser
assistida por matriz — tempo-de-voo (MALDI-TOF) (ALMASOUD et al., 2021,
ERUKHIMOYITCH et al, 2005; YANG et al., 2014; CARBONELLE et al., 2011).

No entanto, estes métodos demandam suprimentos, tempo, podem
apresentar altos custos e as vezes ndo sao acessiveis. No intuito de desenvolver
métodos instrumentais mais simples e eficientes para a identificacdo de micro-
organismos, técnicas fisico-quimicas tém sido estudadas. Assim sendo, a
espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
tem sido uma alternativa promissora por demandar menos tempo, custos e fornecer
dados robustos para cada espécie microbiana analisada (ALMASOUD et al;
CARBONELLE et al., 2011; AHMED, AMIAMA; SEALY, 2009).

Os primeiros registros da abordagem por FT-IR na identificagdo de micro-
organismos datam a partir da década de 1950 (RANDALL et al.,, 1951), porém
somente anos depois através dos trabalhos de Naumman et al. (1991) a técnica foi
reintroduzida e considerada valida também por outros pesquisadores. O surgimento
dos interferometros infravermelhos, inclusdo da transformada de Fourier, acesso a

computadores eficientes e a andlises multivariadas foi essencial para o
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impulsionamento do método, pois anteriormente os espectrofotobmetros dispersivos
utilizados apresentavam baixa performance (WENNING; SCHERER, 2013; MARIEY
et al., 2001).

A espectroscopia na regido do infravermelho depende da transicdo de
estado de energia vibracional das moléculas, deste modo, através da técnica FT-IR
a amostra é irradiada por um feixe infravermelho a partir do qual os fotons
transferem energia para as moléculas e como consequéncia, ha uma elevacao no
nivel de excitacdo molecular acarretando na vibracdo das ligacdes moleculares. A
absorcdo do infravermelho observada em numeros de onda é determinada pelas
propriedades vibracionais do grupo funcional especifico da molécula, por conta
disso, cada material estudado tera um perfil espectral caracteristico, assim é
possivel determinar agrupamentos quimicos e identificar bactérias, fungos ou virus
(CHEN et al., 2015; NAUMANN et al., 1991).

Ainda que seja comum a aplicacdo da espectroscopia no infravermelho na
identificacdo e caracterizagcdo de micro-organismos, sao escassos trabalhos que
levem em consideracdo a biosseguranca durante a manipulacdo dos agentes
infecciosos encaminhados ao aparelho FT-IR. Durante o processo de leitura das
amostras, o material microbiano é depositado diretamente na superficie do cristal do
aparelho, a qual posteriormente € higienizada com &lcool 70% de acordo com as
recomendacdes do fabricante. No entanto, existem micro-organismos resistentes a
este tipo de intervencdo que podem permanecer no equipamento ocasionando
contaminagdes cruzadas ou gerando dados espectrais imprecisos (BERNARDI,;
COSTA, 2017).

Os estudos que levam em consideracdo a inativacdo dos micro-organismos,
utilizam alcool 70% ou entdo paraformaldeido a 4% como alternativa para reduzir os
riscos durante a manipulacdo. No entanto, o emprego destes métodos pode ser
ineficaz ou até mesmo prejudicar a obtencdo de dados espectrais satisfatorios.

Neste sentido, pesquisas voltadas ao desenvolvimento de metodologias
seguras para identificacdo de micro-organismos através de espectroscopias

vibracional no infravermelho s&o necessarias para avangos nesta area.
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2 OBJETIVOS

A seguir apresentam-se 0s objetivos gerais e especificos que nortearam este

trabalho.

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver técnicas para a inativacdo e caracterizacdo de amostras de
micro-organismos utilizando espectroscopia vibracional no infravermelho com

transforma de Fourier (FT- IR).

2.2 Objetivos Especificos

a) Desenvolver técnicas de inativacdo de micro-organismos por calor seco para
analises por FT-IR

b) Comparar protocolos de inativacdo e suas implicacbes na obtencdo de
dados espectrais de micro-organismos.

c) Analisar e aprimorar perfis espectrais de micro-organismos apos retirada de
agua pela inativacdo térmica.

d) Comparar pré-tratamentos descritos na literatura e o de secagem utilizando

analise multivariada e espectroscopia vibracional no infravermelho.



3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Esta secdo trata-se dos aspectos gerais, especificos e fundamentos
tedricos do método espectroscopico empregado no presente trabalho. Para tal,
discorre-se sobre a espectroscopia e seu conceito geral e sua ramificagao
correspondente a faixa da radiacdo eletromagnética no infravermelho. Por fim, a
fundamentacéo teorica também traz os procedimentos de analise multivariada

utilizados para o processamento dos dados espectroscopicos gerados.

3.1 Espectroscopia

A origem da espectroscopia se deu a partir dos experimentos realizados
incialmente por Isaac Newton em 1666, quando este demonstrou que a luz
branca, ao passar por um prisma, se decompde em diferentes cores formando
um espectro arco-iris. No século XIX, William Hyde Wollaston observou que
passando a luz por uma fenda e depois por um prisma, surgiam linhas escuras
no espectro, as quais ele interpretou como o limite das cores. As linhas
correspondiam aos limites das fendas espectrogréficas, as escuras relacionadas
a absorcdo e as resplandecentes com a emissdo de luz. Experimentos como
estes embasaram o interesse e desenvolvimento da espectroscopia como ciéncia
(OREFICE, 2012).

A designacdo da espectroscopia, em seu modo abrangente e complexo,
inclui geracdo e registro de sinais graficos a partir de perturbacfes provocadas
na matéria estudada por um feixe incidente. No entanto, tradicionalmente, esta é
retratada como um termo geral para a ciéncia que explora a interacdo entre a
matéria e a radiacdo eletromagnética, tendo como um dos principais objetivos a
determinac&o da energia de atomos e moléculas (OREFICE, 2012; SALA, 2011).

A radiacao eletromagnética é uma forma de energia transmitida através do
espaco em alta velocidade, composta por dois vetores basicos, um vetor campo
elétrico e outro vetor campo magnético, mutualmente ortogonais que se
propagam em direcdes especificas. Além disso, também apresenta dualidade
onda-particula, o que consequentemente, acarreta comportamentos ondulatérios
e corpusculares distintos (CANEVAROLO, 2017).
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A natureza ondulatéria da radiacao eletromagnética manifesta-se, durante
sua propagacdo em uma area de um ponto a outro, por meio de fenbmenos
fisicos de interferéncia, disperséo, polarizacdo e coeréncia da radiacdo. Neste
sentido, pode ser descrita como uma onda de propriedades especificas, como
comprimento de onda, frequéncia, velocidade e amplitude. No entanto,
diferentemente de ondas sonoras, por exemplo, a radiacdo eletromagnética se
propaga facilmente pelo vacuo e em maior velocidade (SKOOG et al., 2006).

Em contraste, a interacdo com a matéria ocasiona 0 comportamento
corpuscular, o qual geralmente pode ser demonstrado pelo efeito Compton e
efeito fotoelétrico. No efeito Compton, ha transferéncia de energia do féton
incidente para elétrons livres do material, acarretando no espalhamento de um
féton com energia inferior ao incidente. Ja o efeito fotoelétrico € caracterizado
pela ejecdo de elétrons energizados, quando a radiacdo incide na matéria. Os
tipos de interacdo mais relevantes para espectroscopia envolvem transi¢cdes
entre diferentes niveis energéticos das espécies quimicas, dependendo
fortemente da energia da radiacdo empregada e o modo de deteccao
(YOSHIMURA, 2009).

O espectro eletromagnético cobre amplas faixas de energias, isto é
evidenciado em diferentes frequéncias e comprimentos de onda. As divisdes
principais do espectro eletromagnético estdo ilustradas na Figura 1. A parte
visivel, ou seja, aquela que pode ser enxergada pelo olho humano, comp&e uma
faixa diminuta em relacdo ao espectro total. As faixas caracterizadas por
frequéncias mais altas e, consequentemente, menores comprimentos de onda
carregam mais energia. Um féton de raio X (v = 3 x 10'® Hz, A = 101° m), por
exemplo, é 10.000 vezes mais energético que um féton emitido por uma lampada
comum
(v=3x 10 Hz, A = 10%m) (SKOOG et al., 2006).
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Figura 1 - Espectro da radiacao eletromagnética incluindo seu comprimento de onda e frequéncia.
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Fonte: Rodrigues; Brizola (2019).

Multiplas regifes do espectro eletromagnético podem ser empregadas em
analises espectroscoépicas, porém, uma vez que as faixas representam energias
distintas com comprimentos de onda especificos, cada uma possui seus
respectivos métodos de medidas. Neste sentido, existem diferentes
equipamentos e técnicas de espectroscopia capazes de gerar dados
espectroscopicos. Associadamente, a resposta da matéria ao interagir com a
radiacdo eletromagnética também varia de acordo com as caracteristicas da
radiacao incidente (CANEVAROLO, 2004; SKOOG et al., 2006).

As regibes do espectro eletromagnético, empregadas em analises
espectroscopicas, e transicdes atbmicas e moleculares provenientes da interacao
com o analito estdo representadas na Figura 2. A relacdo entre a radiacdo
incidente e amostra pode resultar em diferentes comportamentos, a ressonancia
nuclear magnética (RNM) e a ressonancia de spin eletrénica (RSE) causam leves
modificacbes como, por exemplo, alteracbes de spin, jA& no UV/visivel as
alteracdes ocorrem na distribuicdo eletrbnica e, mais drasticamente, no caso dos
raios y ocorrem mudangas drasticas na configuragdo nuclear (SKOOG et al.,
2006).
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Figura 2 - Regides do espectro eletromagnético e as respectivas alteracdes ocorrentes na amostra.
RMN corresponde a Ressonancia Nuclear Magnética e RSE Ressonéncia de Spin Eletrénica.
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Fonte: Skoog (2006).

Na regido do infravermelho (IR), observa-se a ocorréncia de alteracfes
fisica na configuracdo da molécula, caracterizadas por modos vibracionais
distintos. Neste sentido, a espectroscopia infravermelha, tradicionalmente,

pertence aos campos de estudos da Espectroscopia Vibracional.

3.1.1 Espectroscopia molecular

Os espectros moleculares fundamentam-se nos fenémenos de
absorcdo, emisséo, ou o espalhamento de um féton quando a energia de uma
molécula varia. Neste caso, a energia da molécula pode se alterar por meio de
transicdes eletrbnicas e, especialmente, pelas mudancas de estados de rotacao
e de vibracdo. Os espectros moleculares propiciam informacfes sobre maior
numero de propriedades, e sua analise permite a determinacéo de valores para
forcas, os comprimentos e angulos das ligacdes (ATKINS; de PAULA, 2008).

Os espectros obtidos por absorcdo podem ser monitorados através da
variagao de frequéncia. Quando uma amostra é irradiada, ocorre a absorcéo e a
emissdo da energia, a diferenca entre esses dois processos € medida por um
detector e expressa em frequéncia. A espectroscopia de absor¢édo € largamente
aplicada a estudos de transicdes eletronicas, rotacdes e vibragcdes moleculares.
No entanto, as transicoes de rotacdo e vibragcdo podem se induzidas por

absorcdo ou emissao direta da radiacédo na regido do infravermelho ou por meio



da Espectroscopia Raman, neste observam-se as frequéncias da radiacdo
espalhada (ATKINS; de PAULA, 2008).

A intensidade das linhas espectrais é expressa pela transmitancia, T,
esta € a razdo entre a intensidade transmitida, I, e a intensidade incidente, Io,
ambas em mesma frequéncia, desta forma, T = | / lo. Experimentalmente a
intensidade transmitida varia com a espessura da amostra e com a molaridade [J]
do analito, de acordo com a lei de Lambert-Beer.

A Espectroscopia na regidao do Infravermelho e Raman fornecem
padrbes vibracionais distintos e fontes de informacdes sobre as moléculas. A
depender da molécula, mesmas ou diferentes transi¢cdes vibracionais podem ser
exploradas e as técnicas promovem informacfes complementares. Em Raman,
as transicdes vibracionais sao induzidas pela dispersdo inelastica da luz
monocromatica ao longo da molécula. Ja para a espectroscopia por absorcdo na
regido do Infravermelho, a vibracdo normal que apresentar uma variagcdo no
momento dipolar, sera ativa no infravermelho e uma banda sera observada no
espectro IR. (CANEVAROLO, 2004; SIEBERT; HILDEBRANDT, 2008).

Compostos que tenham ligacdo covalente, independente de serem
organicos ou inorganicos, absorvem diferentes frequéncias de radiagcao
eletromagnética na regido do Infravermelho do espectro eletromagnético. A
regido do Infravermelho estd associada a transices de energia vibracional e
também, possui frequéncia inversamente proporcional ao comprimento de onda e
diretamente proporcional a energia. No entanto, comumente a radiagao na regiao
do infravermelho é determinada em termos da unidade de ndmero de onda, a
gual é também diretamente proporcional a energia (PAVIA et al., 2010).

Uma molécula, ao absorver radiagdo na regido do infravermelho, sofre
mudancas no seu estado energético, atingindo assim, um estado mais elevado
de energia. Nesta faixa da radiacéo, as alteracdes de energia correspondem a
ordens de 8 a 40 kj/mol. As modificacbes observadas englobam frequéncias
vibracionais de estiramento e dobramento das ligagdes. Inicialmente, a energia
incidente é absorvida e acarreta no aumento da amplitude dos movimentos
vibracionais das ligacdes nas moléculas (PAVIA et al., 2010; ATKINS; de PAULA,
2010)

No entanto, apenas moléculas capazes de sofrer alteracdes no momento

dipolo conseguem absorver energia no infravermelho. Para ocorrer absorcdo da
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energia, € necessario que a ligacdo apresente momento dipolar seja capaz de
variar com a mesma frequéncia da radiacao incidente. Deste modo, o dipolo
elétrico oscilante acopla-se ao campo eletromagnético da radiacdo, a qual varia
de forma senoidal e incorpora-se a molécula (CANEVAROLO, 2004).

A radiacdo infravermelha absorvida pela molécula é convertida em
energia molecular vibracional, estas vibracdées moleculares podem ocorrer em
dois modos classicos, de estiramento ou dobramento (Figura 3). As vibracdes de
estiramento sdo movimentos ritmicos de aumento e encurtamento ao longo do
eixo de ligacdo entre os atomos, acarretando na variacdo da distancia
interatbmica. JA as vibracGes de encurtamento consistem em mudangcas no
angulo entre ligagbes com um atomo em comum ou 0 movimento de um unico
grupo de atomos, sem que ocorra movimento nos outros grupos (SILVERSTEIN
et al., 2005).

Figura 3 - Modos vibracionais de estiramento e dobramento.
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Fonte: Silvestein et al. (2005).

Outros tipos complexos de estiramento e dobramento também podem
ser ativos, as vibracbes de dobramento ainda podem ser designadas por
scissoring, wagging, rocking e twisting (Figura 4). Em moléculas constituidas por
grupos de trés ou mais atomos, onde pelo menos dois destes séo idénticos, ha
estiramentos simétricos e assimétricos. Assim, estas vibragdes citadas sao
conhecidas como vibragdes fundamentais e originam-se da excitagdo de um

estado fundamental para um estado excitado (PAVIA et al., 2010).
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Figura 4 - Vibrac6es fundamentais de infravermelho do grupo CH2.
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Fonte: Silvestein et al. (2009).

Dentro desta perspectiva é possivel explorar o modo como a forca de
ligacdo e as massas dos atomos ligados afetam as frequéncias de vibracdo. Uma
molécula diatbmica pode ser considerada como duas massas vibratorias
conectadas por uma mola. A distancia entre a ligagdo muda continuamente e
pode ser definida como distancia de equilibrio, quando a mola é esticada ou
comprimida além da distancia, a energia potencial do sistema aumenta. Similar a
um oscilador harmdnico, quando uma ligacdo vibra, a energia de vibracdo é
continua e periodicamente muda de energia cinética para energia potencial
(SIEBERT; HILDEBRANDT, 2008).

Portanto, para compreender os fenbmenos relacionados as vibracdes
ocorrentes nas ligacfes quimicas, sejam estas relacionadas a variagbes nas
distancias de equilibrio ou modificagbes angulares, o modelo do oscilador
harménico pode ser utilizado. Este é composto basicamente por uma particula de
massa m e uma parede de massa superior a massa da particula, ambos

conectados por uma mola (Figura 5) (WILSON et al., 1955).
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Figura 5 - Modelo do oscilador harménico.
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Fonte: Oliveira (2001).

A vibracdo corresponde a um movimento peridédico da particula em relacéo
ao eixo da mola, contribuindo para sua distenséo e, consequentemente modificando
a distancia entre a particula e a parede. No entanto, devido a diferenca entre a
massa da parede e da particula apenas a particula movimenta-se. Se uma variacao
na distancia Ax entre a particula e a parede for aplicavel, a particula ira se distanciar
da parede, mas sera trazida de volta uma vez que esta ligada a parede pela mola.
Portanto, nesta situacdo a mola atua como forca restaurada da posicao inicial
(CLARO, 2018; SIEBERT; HILDEBRANDT, 2008).

Duas leis da fisica estdo associadas a estes movimentos, a primeira
corresponde a Segunda Lei de Newton, a qual postula que forca é igual ao produto
da massa pela aceleracao e, a Lei de Hooke, onde a forca de restauracao, igual ao
produto do deslocamento sofrido pela particula vezes uma constante, chamada de
constante de for¢a (intrinseca a cada mola). Juntando as duas equacdes, obtém-se
a equacao abaixo, correspondente ao movimento da mola. O sinal negativo presente
no primeiro membro indica que a forca de restauracdo da mola é oposta a forca de
deslocamento sofrido pela particula (SALA, 2011; CLARO, 2018; SIEBERT;
HILDEBRANDT, 2008).

F=-kAx=ma (1)

Uma vez que o movimento ocorre de forma periddica, a distdncia Ax pode
ser associada a uma funcgéo periddica do tipo seno ou cosseno. Obtendo-se assim, a
seguinte equacéo

AX = x0cos(21vt + @) (2)
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Onde x0 é a posicdo inicial da particula e a funcdo cosseno indica a
periodicidade do movimento, bem como o termo 21T; v € a frequéncia do movimento,
t € a dependéncia temporal do mesmo e ¢ uma constante qualquer. Substituindo a
equacao (2) na expressao da equacdo (1) e, considerando que a aceleracao

corresponde a derivada segunda de Ax em relagdo ao tempo, como resultado ha a

_ 1 k
wln (3)

Logo, esta expresséao (4) fornece frequéncia de oscilagao v da particula de

seguinte expressao:

massa m, ligada a uma parede de massa infinita por uma mola de constante k.
Analisando diretamente o sistema composto por duas particulas de massa mola m1
e m2, interligadas por uma mola de constante k, observa-se que as duas particulas
irdo sofrer deslocamentos, chamados de Ax1 e Ax2. As leis de movimento neste
caso, serao:

mlal- k(Ax2 - Ax1) =0

m2a2- k(Ax2 -Ax1) =0 4

Considerando as equacdes em (4) similares a descrita em (2), ao substituir

em (3) e resolver o sistema, obtém-se a frequéncia para duas particulas a partir da

expressao abaixo:

1 K
y=— [&
2r Y U
| (5)
onde p refere-se a massa reduzida da molécula
_ mi+m2
m1mpz
(6)

Logo, uma molécula diatbmica apresenta um modo vibracional definido em
funcdo das massas dos dois 4&tomos e também da constante k. Além disso, em
ligacOes triplas séo trés vezes as ligacdes simples, enquanto as constantes de forga
para ligacdes duplas sdo o dobro das simples. Nota-se que as ligacdes mais fortes
tém uma for¢ca maior constante K e viboram em frequéncias mais altas que ligacdes
mais fracas. As ligacdes entre atomos de mais densos vibram em frequéncias mais
baixas do que as ligacbes entre atomos mais leves (BERTHOMIEU;
HIENERWADEL, 2009). Em geral, ligagbes triplas sdo mais fortes que ligacdes
duplas ou simples e tém frequéncias de vibragcdo mais altas com nameros de onda

superiores (Figura 6).
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Figura 6 - Namero de onda de acordo com as ligacdes quimicas mantidas entre os carbonos.
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3.2 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

A espectroscopia vibracional no infravermelho explora a interacdo entre a
radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho (IR) e a matéria, esta faixa
apresenta valores de comprimento de onda maiores que a luz visivel e menores que
micro-ondas. A energia de transicdo proveniente desta interacdo, varia de acordo
com a regido do espectro eletromagnético. No entanto, somente entre o0s
comprimentos de onda de 2,5 um até 25 um observa-se uma regido associada ao
infravermelho vibracional. No que se refere a faixa do infravermelho, a transicdo de
energia corresponde a mudancas no modo vibracional de uma molécula
(CANEVAROLDO, 2017; ATKINS, 2008).

As moléculas apresentam vibracdes fundamentais, as quais sdo padrdes
continuos de vibracdo e fazem parte de sua natureza quimica. Ao absorver radiacao
na faixa do infravermelho, as moléculas s&o excitadas e induzidas a um estado de
maior energia. Neste processo, as frequéncias de absor¢cdo sdo equivalentes as
frequéncias vibracionais fundamentais e a energia absorvida promove o aumento da
amplitudo dos movimentos vibracionais. No entanto, apenas frequéncia especificas
podem ser absorvidas e, existem regras de selecédo para ocorréncia da absor¢éo no
infravermelho, logo, nem todas as moléculas absorvem a energia proveniente do IR.
(PAVIA et al., 2014).

Para que uma molécula seja considerada ativa no IR e absorva esta energia,
€ necessario a existéncia de ligagdes com um momento dipolo que mude em funcéo
do tempo. Portanto, para a transferéncia de energia, o dipolo elétrico oscilante é
fundamental e deve ser capaz de mudar na mesma frequéncia da radiacéo
introduzida para que assim, o0 dipolo oscilante possa acoplar ao campo
eletromagnético da radiacéo incidente. Uma vez que cada ligagdo quimica apresenta

seu padrdao vibracional, moléculas distintas ndo apresentardo mesmo
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comportamento de absorcdo no IR. Neste sentido, o perfil espectral obtido funciona
como impressdes digitais, fornecendo informagfes sobre a natureza quimica e
estrutura do material analisado (SILVERSTEIN, WEBSTER; KIEMLE, 2005; PAVIA
et al., 2014).

Os grupos funcionais identificados a partir dos méaximos em um pefrfil
espectral podem ser associadas a determinado niveis de energia, frequéncia ou
namero de onda. Exemplificando, moléculas que apresentam numerosas ligacdes O-
H, apresentardo maximos em um espectro IR proximos do numeros de onda em
4000 cm-1 ou moléculas que apresentam ligacdes C=C vao apresentar maximos
entre 1800 cm-1 e 1650 cm-1. A analise de um espectro IR pode considerar
diversos parametros, ao abordar a posicdo dos picos pode-se descrever aspectos
como energia, frequéncia, nimero de onda ou comprimento de onda, essas
informacgdes serdo observadas nos pontos associados ao eixo X. Ao considerar a
intensidade dos picos, € possivel realizar inferéncias quanto ao grau de absorcao e
transmissdo da energia, informacdo expressa pelo eixo Y. Ademais, € possivel
descrever um espectro a partir do formato dos picos, designando-os como largos,
estreitos ou agudos (PAVIA et al., 2014; SALA, 2011; SILVERSTEIN, WEBSTER,;
KIEMLE, 2005).

O instrumento que viabiliza a obtencdo de um espectro IR é o espectrdbmetro
de infravermelho ou espectrofotdmetro. O aparelho mais comum e moderno utilizado
na rotina de analises é o espectrofotometro de infravermelho com transformada de
Fourier, o qual é capaz de fornecer espectros IR em segundos. Neste processo, €
gerado um sinal complexo chamado de interferograma, cujo processamento é
realizado por um computador e apresenta frequéncias resultantes da radiacdo que
foi transmitida. Por conta disso, atribui-se uma operacdo matematica a fim de
separar essas frequéncias e torna-las passiveis de analises, a transformada de
Fourier (CANEVAROLO, 2017; SILVERSTEIN; BASSLER, 1963).

A espectroscopia na regido do infravermelho tem sido amplamente utilizada
como método confiavel na analise de compostos e matrizes complexas, permitindo
gue substancias organicas possam ser identificadas através de seus modos
vibracionais (SILVERSTEIN; BASSLER, 1962). Para tal, é necessario construir
ajustes que otimizem a aquisicdo dos espectros e sejam capazes de fornecer dados
satisfatorios. Espectros em boa qualidade permitem a identificacdo correta das

bandas, para tal, indispensavelmente devem apresentar o menor ruido possivel
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(BENETTI et al., 2010). Ha dois parametros basicos de aquisicdo do equipamento
espectrofotometro relacionados com a qualidade de sinal abordados nesta
dissertacdo, o numero de varreduras e a resolucdo. Na literatura, assim como
propospoto por Benetti et al. (2010), citam-se os mesmos padrées explorados nesta
dissertacdo e a velocidade do espelho mével como parametro ajustavel, mas este
altimo n&o exigiu modificacdes.

O namero de varreduras indica quantas vezes serd realizada a aquisicao do
espectro background e o da amostra, em seguida o sistema calcula a média a fim de
construir o espectro final. No espectrofotobmetro € possivel efetuar varias varreduras
e acumular interferogramas correspondentes, este processo é conhecido como co-
adicdo. A co-adicdo traz como vantagem o aumento da relacdo sinal/ruido,
produzindo um espectro final com menos ruidos. A resolucdo corresponde a
capacidade do equipamento distinguir o perfil espectral de duas bandas préximas e
identifica-las como picos independentes, também representa o niumero de pontos de
aguisicdo em um espectro durante a varredura do mesmo. Comumente, recomenda-
se valores menores de resolucdo a fim de identificar melhor a posicdo dos picos e
aumentar a relacdo sinal/ruido. No entanto, a escolha da resolu¢do depende da
amostra e do tipo de informacéao desejada do espectro (CANEVAROLO JR, 2004).

Na literatura observa-se que os parametros de analise variam de acordo com o
material estudado e o espectrofotdmetro utilizado. Santos et al. (2012) comparou
métodos estatisticos e nao-estatisticos utilizando espectros infravermelhos de
Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida parapsilosis com objetivo de
testar o potencial destes na discriminacdo de micro-organismos. O filme bacteriano
produzido por Santos et al. (2012), foi direcionado ao espectrofotbmetro Spectrum
Spotlight 400 FT-IR da Perkin Elmer, onde foi analisado com resolucdo de 4 cm
em modo de transmissao com 32 varreduras. Ja Sakane, Matsuura; Simioni (2019)
investigaram a composi¢do quimica de chas verdes provenientes de agricultura
convencional e agricultura organica, observando as diferentes concentragfes
guimicas de cada amostra utilizando espectroscopia no infravermelho. O
espectrofotometro foi o Spectrum Spotlight 400 FT-IR da Perkin Elmer, mesmo
modelo utilizado por Santos et al. (2012). No entanto, apenas 12 varreduras foram
utilizadas, resolucdo de 4 cm™ e o material analisado nédo esteve em sob forma de
filme. Autores como Rodriguez et al. (2018) e Puzey et al. (2008) modificaram tanto

a varredura como a resolucéo, a qual foi igual a 2 cm™.
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3.2.1 Espectroscopia infravermelho em anélises microbioldgicas

A utilizacdo de FTIR para a identificacdo de micro-organismos tem sido
estudada desde 1950, no entanto, a introducdo da técnica como um meétodo valido
para andlises microbiolégicas sé ocorreu anos depois. Em 1991, Naumman e
colaboradores publicaram o primeiro trabalho que impulsionou diversos estudos
posteriores sobre FTIR na discriminagdo, identificacdo e caracterizacdo de micro-
organismos. A partir desses estudos, revela-se o potencial da técnica, pois foi
demonstrado que o sinal infravermelho dos micro-organismos é altamente especifico
e gera impressdes digitais padrbes capazes de investigar a identidade especifica
destes. Aléem disso, a simplicidade e versatilidade das analises FTIR foram
propostas como meio eficaz e rapido para diferenciar, classificar e identificar em
larga escala até em nivel de subespécie (MARIEY et al., 2005; NAUMMAN et al.,
1991; YANG et al., 2020).

A técnica FTIR permite o estabelecimento de impressdes digitais da estrutura
da célula intacta do micro-organismo. Estes padrdes obtidos correspondem a
caracteristicas vibracionais de todos os constituintes quimicos da célula, ou seja, das
proteinas, DNA e RNA, membranas e outros componentes da parede celular.
Observa-se a aplicacdo também para estudos de processos que ocorrem na célula
microbiana, como por exemplo, a andlise das modificacdes estruturais decorrentes
do processo de morfogénese da espécie Candida albicans (ADT et al., 2006).

A compreensao correta dos espectros IR das células microbianas requer uma
percepcdo geral de sua composicdo e estruturas quimicas presentes, as quais
podem variar entre as espécies. No caso das bactérias, observam-se estruturas
citoplasmaticas ndo compartimentalizadas e mais simples do que em leveduras e
fungos. No entanto, externamente as bactérias possuem estruturas moleculares
complexas. Estas incluem membrana externa, parede celular, capsulas e, as vezes,
camadas especificas. Uma das principais estruturas que permite a diferenciacéo
entre bactérias a partir de espectros IR é o envelope celular, formado pela
membrana e parede celular, os quais podem ser enquadrar as bactérias em Gram-
Positivas e Gram-negativas (NAUMMAN; DIETER, 2006).

Para leveduras os lipidios e polissacarideos componentes da membrana tém
um impacto significativo na sistematica e filogenia destas, mas compostos de

reserva como o glicogénio também podem ser indicadores, uma vez que sua
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concentracdo € dependente do estado fisioldgico da célula. As paredes celulares
dos fungos sdo compostas por complexos polissacarideos e glicoproteinas, onde a
composicdo qualitativa destes € de valor taxonbmico e a composicdo quantitativa
varia com as condi¢des de cultivo (NAUMMAN; DIETER, 2006).

Portanto, bandas de absorcéo no Infravermelho podem ser atribuidas a grupo
funcionais componentes da estrutura quimica do micro-organismos. O uso de
técnicas espectroscopicas vibracionais requer padronizacdo de procedimentos para
culturas e amostragem, bem como controle de parametros de aquisicdo espectral.
Por outro lado, a analise espectral ndo necessita da determinacdo de todas as
frequéncias, intensidades e larguras de banda atribuindo-as a compostos
moleculares especificos. Métodos quimiométricos e técnicas estatisticas
multivariadas podem ser empregadas para a compreensao total dos espectros, uma
vez que sao capazes de reconhecer padroes (MAQUELIN et al., 2002).

Existem diferentes andlises multivariadas aplicaveis a identificacdo de micro-
organismos, estas referem-se a métodos estatisticos que possibilitam o estudo
simultaneo de multiplas variaveis de um determinado objeto sob investigacdo. Uma
vez que o numero de variaveis nestes estudos € elevado, a representacdo gréafica do
conjunto de dados viabiliza a melhor obtengéo de resultados. Os algoritmos para
analise multivariada sdo responsaveis por elaborar projecdes que representem o
maximo das informacfes contidas em um conjunto de dados analiticos. Neste
contexto, entre as abordagens multivariadas empregadas no estudo de micro-
organismos, a analise dos componentes principais (PCA) e a analise hierarquica de
cluster (HCA) tém se mostrado frequentes em diversos estudos (MAQUELIN et al.,
2002).

3.2.2 Biosseguranca da analise espectroscopica de micro-organismos

A manipulacdo de micro-organismos patdgenos requer cuidados e atencdo
relacionados as boas praticas de laboratério a fim de garantir a seguranca dos
colaboradores responsaveis pelo manuseio do material, atenuar ricos quanto a
exposicao a agentes biologicos potencialmente prejudiciais e evitar contaminacoes.
Nesse sentido, a Biosseguranca é o conjunto de condutas aplicadas a prevencgao,
reducdo ou eliminacdo completa dos riscos inerentes as atividades de pesquisa,

producdo, ensino ou desenvolvimento tecnolégico. Os riscos no ambiente
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laboratorial podem ser classificados em cinco tipos distintos, risco | (fisicos), risco Il
(quimicos), risco Il (biologicos), risco IV (ergondmicos) e Risco V (acidentes)
(PENNA et al., 2020).

Em relacéo aos acidentes individuais e coletivos, considera-se em especial 0s
riscos quimicos, fisicos e biologicos. Os riscos bioldgicos também possuem
diferentes classes de acordo com patogenicidade, viruléncia, modos de transmissao,
disponibilidade de medidas profilaticas eficazes, de tratamento eficaz e
endemicidade. Sendo assim, as normas de contencdo baseadas nos principios de
biosseguranca sédo determinadas de acordo com agente bioldgico que estd sendo
manipulado (RICHMOND; MCKINNEY, 2009). Agentes biolégicos ndo patogénicos,
com baixo risco individual e coletivo pertencem a classe de Risco 1. Os agentes
capazes de causar infeccdes leves ou moderadas aos seres humanos e outros
animais, porém com disseminacdo e propagacdo externa baixa, com medidas
terapéuticas e profilaticas eficientes pertencem a classe de risco 2.

Todos 0s micro-organismos utilizados nos ensaios preliminares descritos
nesta dissertacdo estdo inclusos na classe de risco 2, portanto, a ado¢do de boas
praticas inclui também o uso de barreiras fisicas primarias como, por exemplo,
cabine de seguranca biologica e equipamentos de protecdo individual. Além das
medidas de contencdo usuais, destacam-se 0s cuidados relacionados a
contaminacdo de superficies de trabalho e equipamentos, pois a manipulacéo
inadequada dos patdégenos pode gerar contaminacfes cruzadas. Neste caso, uma
vez que o espectrofotdbmetro infravermelho realiza a leitura da amostra a partir da
insercéo direta do material no cristal contendo o detector, também é possivel ocorrer
contaminac¢des durante a obtencdo dos dados microbiolégicos (PENNA et al., 2020).

Para construir o perfil espectral de uma substancia, por exemplo, € necessario
depositar a amostra no anteparo detector e realizar a leitura, ao final do processo a
regido € higienizada com alcool 70% e novas analises podem ser realizadas. Tais
etapas também sdo empregadas para ensaios com micro-organismos, todavia, ha
espécies resistentes a desinfec¢cdo com alcool 70%. Segundo Bernardi (2017), a
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus apresenta resisténcia a desinfeccao
por alcool 70%, devido a sua espessa parede celular constituida de peptideoglicano.
Cepas padrao de Klebsiella pneumoniae demonstram sensibilidade a inativagéo por
alcool 70%, porém em estudos conduzidos por Guo (2015), amostras clinicas

evidenciaram que apenas 52% das bactérias sdo inativadas. Evidencia-se assim que



31

a atividade desinfetante pode variar de acordo com a cepa, devido a mecanismos de
resisténcia desenvolvidos ao longo do tempo.

A espectroscopia vibracional no IR como técnica diagndstica de micro-
organismos patdgenos requer medidas de reducao dos riscos de infeccéo, uma vez
que depende do manejo de agentes biologicos da classe de risco 2 e do contato
direto entre a amostra com o aparelho. De acordo com Oliveira et al. (2016), a
desinfeccdo incompleta ou realizada de maneira errada pode acarretar no aumento
de micro-organismos resistentes. Observa-se na literatura métodos complementares
aplicados na reducao do risco de contaminacao em analises espectroscopicas, estes
sdo empregados no preparo dos agentes microbioldégicos a serem analisados. No
estudo conduzido por Ayu et al. (2018), Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Serratia
marcescens, Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans foram inativados em alcool 70% a fim de proteger o
operador do espectrofotdmetro do risco de infeccédo. Costa et al. (2016) utilizou como
substancia de inativacdo uma solucédo de paraformaldeido 4%, no qual os isolados
de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii permaneceram em repouso por
trés horas a temperatura ambiente permitindo que a substancia realize a inativacéo.

A inativacao de micro-organismos patégenos por calor seco também pode ser
utilizada como forma de minimizar os riscos de infeccdo ao manipular amostras
microbioldgicas, nesta dissertacdo 105°C por 55 minutos foi eficaz para quatro
espécies diferentes. Osman, Garnotel e Drancourt (2017) estudaram a tolerancia
térmica de diferentes isolados clinicos de Mycobacterium canettii e uma cepa padrao
de Mycobacterium tuberculosis em temperaturas variadas, ap6s 75 minutos de
exposicdo a 25°C, 35°C e 45°C apenas um dos isolados de M. canettii apresentou
reducao significativa no nimero de col6nias. No entanto, ao comparar a tolerancia
térmica com M. tuberculosis, as cepas clinicas de M. canetti apresentaram reducgéo
significativa no niumero de colbnias. Portanto, observa-se que a tolerancia térmica
pode variar entre as cepas e, contatou-se que a temperatura maxima tolerada foi de
55°C em um intervalo de 90 minutos.

Em termos da andlise IR, a inativacdo por calor seco além de eliminar as
células viaveis potencialmente contaminantes, reduz o teor hidrico do material a ser
analisado. A agua presente em uma amostra apresente forte absor¢cdo e pode

encobrir a absor¢cdo de outros grupos funcionais e assim limitar informacdes
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quimicas. Por conta disso, a secagem pode ser utilizada com a finalidade de retirar a
agua presente no material e construgcdo de um filme seguro a ser levado ao
espectrofotometro. Para garantir a seguranca durante a operacdo do
espectrofotometro IR, podem ser utilizados micro-organismos padrées como, por
exemplo, a levedura Saccharomyces cerevisae. Esta levedura é largamente utilizada
na industria e € um dos eucariotos mais estudados, pois apresenta contribuicdo na
producdo de farmacos, produtos fermentados, bebidas alcodlicas e enzimas de
interesse industrial. Sua ampla utilizacdo na industria e na pesquisa se da tanto por
nao apresentar riscos de infeccdo ao ser humano ou outros animais, quanto pelo
volume de informacbes conhecidas acerca de seu metabolismo (DE ABREU,
ROVIDA; PAMPHILE, 2015; BERTHOMIEU; HIENERWADEL, 2009).

3.3 ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA), ANALISE
HIERARQUICA DE CLUSTER (HCA) E FREEVIZ

A andlise de componentes principais (PCA) € uma técnica estatistica de
andlise multivariada capaz de transformar linearmente um conjunto inicial de
variaveis correlacionadas entre si em um novo conjunto menor de variaveis ndo
correlacionadas, contendo a maior parte da informacdo do conjunto inicial. Esta é a
técnica mais conhecida e associada ao redimensionamento de dados, reduzindo
dados volumosos sem que ocorra perda de informacBes. Por meio da PCA, o
conjunto de dados reduzidos a um conjunto de varidveis de mesma dimensao séo
designados componentes principais. Em geral, mais de um componente sdo obtidos
e cada um corresponde a combinacao linear de todas as variaveis originais, estes
sdo independentes entre si e visam reter o maximo de informacdo referente a
variacdo total acumulada nos dados (HONGYU, SANDANIELO; DE OLIVERIA
JUNIOR, 2016).

A PCA redistribui a variacdo observada dos eixos originais em novos eixos
ortogonais ndo correlacionados, gerando assim 0S componentes principais e
possibilitando a construcdo de agrupamentos para dados relacionados. Como
consequéncia, a técnica fornece um grafico que representam as amostras em um
sistema cartesiano, no qual cada eixo é referente a um componente principal. Neste
sentido, h4 a formacdo de agrupamentos de acordo com sua varidncia ou

comportamento dentro da populacéo, evidenciando-se a variacdo das caracteristicas
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contidas em cada conjunto de dados. A representacdo dos dados em grafico facilita
a interpretacdo e reconhecimento de padrbes, por conta disso 0S grupos com
caracteristicas parecidas sdo imediatamente identificados através da PCA. Além
disso, é possivel identificar quais variaveis contribuem mais para a formacéo dos
grupos amostrais (CORREIA; FERREIRA, 2007; VARELLA, 2008).

Assim como a PCA, a andlise hierarquica de cluster (HCA) facilita a
classificacdo de elementos em grupos por suas caracteristicas e é aplicavel a
inimeras areas do conhecimento, como nas ciéncias sociais e comportamentais,
ciéncias biologicas, medicina, informatica, entro outras. A HCA é uma técnica
exploratéria de dados volumosos que busca formar agrupamentos de acordo com as
similaridades acumuladas, a fim de obter-se homogeneidade dentro de cada grupo e
heterogeneidade entre estes. A analise de cluster criteriosa exige caracteristicas
como capacidade de lidar com dados em alta dimensionalidade, ser proporcional ao
namero de dimensdes e com a quantidade de elementos a serem agrupados,
habilidade de lidar com diferentes tipos de dados, definicdo agrupamentos de
diferentes tamanhos e formas, demandar o minimo de conhecimento para
determinacdo dos parametros de entrada, ser robusto a presenca de ruido e
apresentar resultados consistente independente da ordem em que os dados sao
apresentados (DONI, 2004; ZAIANE, 2003).

A analise de cluster em parametros hierarquicos consiste em formar uma série
de sucessivos agrupamentos ou sucessivas divisbes de elementos, nos quais seus
elementos podem ser agregados ou desagregados. Os grupos formados a partir dos
métodos hierarquicos sdo geralmente representados por um diagrama
bidimensional, conhecido como dendrograma. Neste, 0S ramos terminais
representam os elementos e a raiz representa o agrupamento geral de todos os
elementos em estudo. Através do dendrograma e do conhecimento prévio sobre os
dados, € possivel designar quais e quantos grupos formados serdo explorados. A
escolha dos agrupamentos € subijetiva, varidvel de acordo com o objetivo da anélise
e 0 numero de grupos (DONI, 2004).

Freeviz € uma terceira abordagem de visualizacdo multivariada em analises
exploratérias de dados biomédicos que ainda é pouco utilizada na literatura, mas
representa um método promissor na mineracdo de dados volumosos. Os
componentes principais gerados através da PCA podem ser visualizados através da

construcdo de scatter plots, identificando-se relagdes entre duas variaveis. No
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entanto, raramente os dados apresentam somente duas varidveis. A relacdo entre
mais de uma variavel pode ser evidenciada com o Freeviz, pois 0 método revela
interacBes em um conjunto de dados com variavel de classe. Para tal, a otimizacéo é
realizada no intuito de encontrar a melhor projecao linear do conjunto de dados para
uma representacao bidimensional, aproximando ao maximo os elementos de mesma
classe e afastando aqueles de classes distintas (DEMSAR, LEBAN; ZUPAN, 2007).

Usualmente, estas técnicas multivariadas sdo empregadas a regides
especificas do espectro. Yang et al. (2014) delimitou a faixa entre 900 e 1800 cm?
como regido de assinatura quimica contendo informacdes Uteis para andlise de
Shigella sonnei e Escherichia coli, a fim de distinguir as espécies utilizando seus
perfis espectrais e andlise multivariada. A PCA forneceu escores gque representaram
67,4% da variagdo dos dados, cujo a projecdo bidimensional obteve a clara
segregacao entre as diferentes espécies analisadas. Observou-se entdo que o FTIR
combinado a PCA pode identificar variagbes na quantidade e distribuicdo de
constituintes celulares bacterianos como, por exemplo, acidos nucleicos, proteinas,
fosfolipidios, peptidioglicanos e lipopolissacarideos. Os resultados promissores
gerados a partir da combinag&o entre a espectroscopia vibracional no infravermelho
e andlises multivariadas, independentemente do micro-organismo estudado,
impulsionam também o interesse em testar os métodos multivariados na
interpretacdo de dados espectrais obtidos por meio de técnicas espectroscopicas
nao convencionais.

Wang et al. (2017) empregou microespectroscopia de FTIR sincrotron (SR-
FTIR) com PCA. Para tal, seis perfis espectrais bacterianos foram estudados,
Staphylococcus epidermidis, Listeria innocua, Salmonella spp., Vibrio spp. e Shigella
dysenteriae. Os PC1 e PC2 representaram 61,9% da variacdo e a analise foi
conduzida utilizando todo o espectro IR, portanto, ndo houve necessidade de
exclusado de regides. A projecao bidimensional dos escores da PCA demonstrou que
as seis bactérias podem ser distinguidas através de seu espectro total e que SR-
FTIR pode ser mais uma ferramenta na identificacéo e diferenciacdo de bactérias a
nivel de género. Ja no contexto da HCA, Bastert et al. (1999) e Schmalreck et al.
(1998) demonstraram primordialmente o potencial da espectroscopia no
infravermelho em conjunto a construcdo de clusters para diferenciar micro-

organismos.
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Bastert et al. (1999) investigou o potencial do espectro IR no diagndstico de
fungos demartéfitos a partir de isolados clinicos de Trychophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis. Ja nos estudos conduzidos por
Schmalreck et al. (1998), o FT-IR foi empregado na caracterizagdo de Candida
albicans, Exophiala dermatitidis e uma alga cloroficea do género Prototheca. Ambos
0s autores observaram a formacéao de cluster para classes similares, havendo assim
a separacdo entre grupos distintos. No entanto, ndo houve preocupacdo em
delimitar regibes espectrais a serem investigadas, o que pode interferir nos
resultados devido a presenca de artefatos e ruidos. Além disso, os autores sugerem
testes moleculares a fim de melhorar a resolugéo dos dados e discriminagéo.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos conduzidos estéo inicialmente descritos nos fluxogramas
abaixo, sendo experimentos A para o0 desenvolvimento de um protocolo de
manipulacdo e andlise de amostras (Figura 7) e experimento B para manipulagéo
e tratamentos de dados (Figura 8).

Figura 7 - Fluxograma geral dos experimentos A.
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Fonte: A Autora (2022).
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Figura 8 - Fluxograma geral dos experimentos B.
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Fonte: A Autora (2022).

4.1 ENSAIO PRELIMINAR DE BIOSSEGURANCA

O ensaio preliminar foi executado em duas etapas, a primeira correspondeu
a inativacdo das amostras microbioldgicas utilizando calor seco a 105°C e a
segunda a analise da inativacdo (Figura 9). Este ensaio teve como intuito inativar
culturas de bactérias gram-positivas, gram-negativas e leveduras. Para tal, as
bactérias foram inicialmente cultivadas em caldo Mueller Hinton a 37 °C por 24h e
amostras de Candida albicans em caldo Sabouraud a 37 °C por 24h.
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Figura 9 - Fluxograma geral do ensaio preliminar de biosseguranca utilizando inativacédo térmica de
bactérias e levedura por calor seco a 105°C.
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Fonte: A Autora (2022).

4.1.1 Inativacdo das amostras microbioloégicas por secagem de patdbgenos

Na primeira etapa, foram utilizados sete cepas padrdes Colecéo de Culturas
de Microrganismos do Departamento de Antibiéticos (UFPEDA) (Figura 10),
Staphylococcus aureus (UFPEDAO1), Micrococcus Iluteus (UFPEDA 06),
Enterococcus faecalis (UFPEDA 138), Escherichia coli (UFPEDA 224), Klebsiella
pneumoniae (UFPEDA), Serratia marcescens (UFPEDA 398) e Candida albicans
(UFPEDA 1007).

Figura 10 - Micro-organismos utilizados no ensaio preliminar.

Staphylococcus aureus UFPEDA 01 Candida albicans UFPEDA 1007

Micrococcus luteus UFPEDA 06

Enterococcus faecalis UFPEDA 138
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Serratia marcescens UFPEDA 398

Fonte: A Autora (2022).
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Os micro-organismos cultivados que apresentaram crescimento, tiveram suas
colonias coletadas com alca Digralski esterilizada e depositadas sob laminas em
placas de Petri (60x15mm). Deste modo, foi possivel direcionar o material
microbiolégico para inativacao térmica. A secagem do material foi feita em estufa a
105°C, utilizando intervalos de tempo para pesagem e registro da reducédo da
biomassa ao longo do processo. Cada placa de Petri contendo as amostras
microbioldgicas foi pesada antes de ir a estufa (0O minutos) e apos os intervalos de
10, 10, 15 e 20 minutos, perfazendo assim, 55 minutos de secagem.

Desta forma, o0 micro-organismo secava por 10 minutos em estufa e
registrava-se o peso do material, em seguida, 0 mesmo secava por mais 10 minutos
e realizava-se uma nova pesagem e registro de biomassa. Este processo foi
executado para todos os intervalos indicados na figura abaixo, totalizando assim 55

minutos (Figura 11).

Figura 11 - Fluxograma das etapas de secagem do ensaio preliminar.
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Fonte: A Autora (2022).
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4.1.2 Analise dainativacao

A andlise da inativacdo foi realizada ap0s o processo de secagem visando
identificar a viabilidade do material submetido a inativacdo térmicas e assim,
investigar o potencial contaminante das amostras.

As placas retiradas da estufa contendo o micro-organismo desidratado,
foram acrescidas de caldo e observou-se a turbidez do material apos 24h. Em
seguida, foi realizado o semeio deste caldo por esgotamento em novas placas a fim
de verificar a presenca de crescimento e retomada da atividade microbiana. A
auséncia de turbidez e crescimento nas placas foi utilizada como indicador da
inativacdo das bactérias e leveduras. Os micro-organismos inativados pelo processo

de secagem foram utilizados como base experimental para os testes seguintes.

4.2 DESENVOLVIMENTO DE ENSAIO DE INATIVACAO COM
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

A partir dos ensaios iniciais com patégenos, optou-se posteriormente pela
execucao dos experimentos utilizando um micro-organismo modelo ndo patogénico.
Neste sentido, foram realizados quatro ensaios de secagem voltados para a
inativacéo, reducédo do teor de 4gua e determinacdo do método mais adequado a ser
empregado na obtencdo de dados espectroscOpicos microbianos. Em todos, foi
utilizado o micro-organismo padrao Saccharomyces cerevisiae isolado do fermento
comercial Fleischmann ®.

As etapas de inativacdo por secagem e a analise da inativacdo
determinaram 0s passos seguintes referentes aos experimentos utilizando

espectrocoscopia infravermelho (Figura 12).
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Figura 12 - Fluxograma geral do processo de secagem utilizando Saccharomyces cerevisiae como
micro-organismo padréo.
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Fonte: A Autora (2022).

4.2.1 Isolamento do micro-organismo padrdo Saccharomyces cerevisiae

Para o isolamento da levedura Saccharomyces cerevisiae, inicialmente foi
preparado uma suspenséo de 100 mL de NaCl 9% utilizando Agua Mili-Q e fermento
comercial Fleischmann ®. Em seguida, a suspensdo foi homogeneizada e
centrifugada por 10 minutos a 12.100 x g em microcentrifuga. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi coletado através de algcadas e semeado em meio de
cultura Agar Sabauraud. As placas que apresentaram crescimento foram semeadas
por esgotamento, repicadas e incubadas por 24h a 25°C (Figura 13).
Posteriormente, algumas colonias foram coletadas e analisadas em microscopio

Optico para verificacdo morfologica.
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Figura 13 Fluxograma das etapas de isolamento da levedura Saccharomyces cerevisiae a partir do
fermento comercial Fleischmann ®.
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Fonte: A Autora (2022).

4.2.2 Ensaio de secagem

Os ensaios de secagem numero 1, 2, 3 e 4 foram realizados utilizando a
levedura isolada do fermento comercial Fleischmann ® em placas de Petri
(60x15mm), as quais foram pesadas e encaminhadas para a estufa a 105°C (Figura
14).



43

Figura 14 - Etapas gerais do processo de secagem.
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Fonte: A Autora (2022).

Os ensaios 1, 2 e 3 foram realizados de maneira descontinua (Figura 15),
uma vez que entre os intervalos demonstrados abaixo (Tabela 1) o material foi
retirado para pesagem, a fim de acompanhar a redugéo de biomassa, e levado
novamente para estufa até a pesagem seguinte. Cada valor de pesagem, incluindo o

peso antes de iniciar a secagem e tara das placas foi registrado.
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Figura 15 - Fluxograma geral dos ensaios de secagem 1,2 e 3.
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O ensaio seguinte, designado como ensaio 4, foi realizado de maneira
continua (Figura 16). Cada amostra foi seca por um intervalo de tempo, em seguida
foi realizado a pesagem e logo ap0s a amostra seguiu para analise da inativagéo e
espectroscopia. Sendo assim, foram seis amostras para seis intervalos de tempo de
100, 300, 600, 1000, 1500 e 2100 minutos (Tabela 1).

Tabela 1 - Intervalos de secagem para 0s ensaios 1, 2, 3 e 4.

ENSAIO TIPO DE SECAGEM TEMPO DE
SECAGEM (MIN)

1 Descontinua 60, 180, 300 e 480

2 Descontinua 30, 80, 150, 240, 350,
480, 530, 800 e 990

3 Descontinua 80, 150, 240, 350, 480,

630, 800, 990, 1200,
1430, 1680, 1950,
2240, 2550,2880 e
3230




45

4 Continua 100, 300, 600, 1000,

1500 e 2100
Fonte: A Autora (2022).

Figura 16 - Fluxograma geral do ensaio de secagem 4
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Fonte: A Autora (2022).

Em sequéncia ao ensaio de secagem, foi realizada a andlise da inativacéo e a

analise por FT-IR.

4.2.3 Analise dainativacao

As amostras provenientes dos ensaios 1 e 2 foram acrescidas de caldo
Sabouraud a fim de inserir a levedura seca em estufa novamente em meio de
crescimento, em seguida foram incubadas por 24h e semeada por esgotamento. A
auséncia de turbidez nas amostras acrescidas de caldo indicou a inativagdo do
micro-organismo retirado da estufa, bem como a auséncia de crescimento nas
placas semeadas a partir do material incubado (Figura 17).
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Figura 17 - Etapas da analise de inativagéo dos ensaios 1 e 2
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Fonte: A Autora (2022).

A viabilidade celular das amostras microbianas submetidas ao ensaio 4 foi
checada através da transferéncia de fragmentos da levedura seca em estufa para
tubos contendo caldo Sabouraud, os quais foram incubados por 24 horas e
semeados por esgotamento. O grau de turbidez nesses tubos apos 24h e a
presenca de crescimento nas placas semeadas foi indicativo de viabilidade das

células (Figura 18).
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Figura 18 - Etapas da analise de inativacédo do ensaio 4
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Fonte: A Autora (2022).

4.3 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NO INFRAVERMELHO

A abordagem vibracional no infravermelho foi dividida em trés protocolos
gerais, um voltado a secagem da amostra fresca, outro utilizando
paraformaldeido (PFA) e um terceiro padrdo baseado na literatura. As etapas
para cada procedimento estdo descritas abaixo e levam em consideragdo o
processo de inativacdo do material microbiologico a ser analisado.

4.3.1 Desenvolvimento de protocolos para analise espectral

As andlises espectroscopicas foram conduzidas utilizando a técnica
espectroscopia de reflectancia total atenuada no infravermelho com transformada de
Fourier (ATR-FTIR) combinada a analises computacionais, as quais serdo descritas
nos proximos topicos. Para fins de comparacdes das técnicas e manipulacdo segura
das amostras microbianas, foram desenvolvidos trés procedimentos de preparo da
amostra. Estes procedimentos também foram conduzidos visando garantir a melhor

aguisicao espectral.
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Neste sentido, a metodologia de inativacdo térmica a 105°C designada
como secagem foi uma das metodologias empregadas no tratamento prévio a
analise ATR-FTIR. O segundo tratamento desenvolvido para comparacdo foi a
inativacédo utilizando paraformaldeido 4% (PFA), o qual representa um dos poucos
protocolos comprometidos em garantir a manipulacdo segura das amostras
microbiolégicas. Por fim, também foi utilizado um protocolo padrdo na analises

espectroscopicas de micro-organismos.

4.3.2 Analises espectroscépicas de amostras inativadas por secagem

Ao fim da secagem o material foi transferido diretamente da placa, com auxilio
de uma pinca, até o cristal do espectrofotometro. No entanto, foi necessario
modificar esta etapa a fim de reduzir ruidos e aumentar a intensidade dos maximos
observados. Neste sentido, o material microbiano seco direcionado ao
espectrofotometro precisou ser macerado. Considerando a natureza da amostra,
também se fez necessario testar diferentes parametros de varredura e resolucéao.
Para conclusdo dos melhores parametros de aquisicdo, foram testados cinco
métodos de andlise espectral do material microbiolégico oriundo da secagem (Figura
19).

Figura 19 - Pardmetros testados para melhor aquisi¢céo espectral

Método A Método B Método C Método D
N° de Varredura: 16 N° de Varredura: 64 N° de Varredura: 84 N° de Varredura: 100
Resolugdo: 4 cm! Resolugdo: 4 cm! Resolugao: 4 cm! Resolugdo: 4 ¢cm'!
Método B1

N° de Varredura: 70
Resolugdo: 4 cm!

Fonte: A Autora (2022)

Sendo assim, as analises espectroscopicas foram conduzidas em um
espectrofotometro Cary 630 Agilent FTIR com modulo ATR acoplado (Figura 20). O
material proveniente da secagem foi macerado e direcionado para aquisicdo
espectral, utilizando como parametros de leitura 100 varreduras e resolucéo igual 4
cmt (Método D).
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Figura 20 - Espectrofotdmetro Cary 360 Agilent

Fonte: A Autora (2022)

4.4 ANALISES ESPECTROSCOPICAS UTILIZANDO PARAFORMALDEIDO A 4%
(PFA)

A inativagdo das amostras microbiolégicas isoladas para analises por ATR-
FTIR utilizando paraformaldeido (PFA) foram conduzidas de acordo com o protocolo
descrito por Costa et al. (2016), a fim de garantir a biosseguranca da analise
espectroscopica. Para tal, inicialmente alcadas da levedura isolada do fermento
comercial Fleischmann ® foram transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo
solucdo de paraformaldeido a 4% e deixadas por 3h a temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi centrifugado por 10 minutos a 12,100 x g em minicentrifuga, o
sobrenadante foi removido e o precipitado lavado com 1 mL de solucéo salina estéril
(Figura 21).
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Figura 21 - Protocolo do tratamento com PFA.
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Fonte: A Autora (2022)

Apoés o tratamento com paraformaldeido 4%, os micro-organismos foram
direcionados a leitura no espectrofotbmetro Cary 630 FTIR com modulo ATR
acoplado (Figura 14). Os parametros de leitura utilizados foram os do método D
(Figura 15), também utilizado para a andlise espectroscopicas dos micro-organismos

inativados por secagem.

45 ANALISES ESPECTROSCOPICAS UTILIZANDO AMOSTRA FRESCA
(PADRAO)

A levedura fresca cultivada a partir do fermento Fleischmann ® foi preparada
para analise ATR-FTIR por meio do método proposto inicialmente por Naumman et
al. (1991), no qual a amostra a ser analisada € ressuspensa em solucdo salina
estéril. No presente trabalho, este tratamento serda designado como tratamento
padrdao uma vez que é utilizado como referéncia na espectroscopia vibracional de
micro-organismos. Por meio de algadas, as col6nias cultivadas sdo coletadas e
transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo solucédo salina estéril, em seguida
a amostra é centrifugado por 10 minutos a 12.100 x g em microcentrifuga, o
sobrenadante € descartado e aproximadamente 3 puL do precipitado é resgatado e

depositado no espectrofotbmetro para leitura (Figura 22).
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Figura 22 - Protocolo do tratamento Padrao.
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Fonte: A Autora (2022).

Assim como nas outras duas técnicas, o micro-organismo foi analisado em
um espectrofotbmetro Cary 630 FTIR com mdédulo ATR acoplado (Figura 20),
utilizando os parametros espectrais o método D (Figura 19).

4.6 ANALISES COMPUTACIONAIS

As analises computacionais foram realizadas com os dados espectrais
obtidos a partir dos trés tratamentos citados anteriormente, a inativacdo por
secagem, por PFA e o padrédo. Sendo assim, as andlises multivariadas e os testes
estatisticos foram executados para obtencdo de dados comparativos. O pré-
processamento dos espectros foi executado inicialmente a fim de padronizar e
reduzir ruidos, permitindo que a informacdo espectral possa ser submetida a
analises multivariadas.

Foram aplicados, respectivamente, correcéo da linha de base, normalizacao
do espectro, filtro de Savitzky-Golay e, por fim, Gaussin Smoothing. Em seguida, os
dados processados foram analisados por Analise dos Componentes Principais
(PCA), Andlise Hierarquicas de Cluster (HCA) e pela ferramenta Freeviz. Todas
estas andlises exploratérias de dados e também o pré-processamento, foram

desenvolvidas utilizando a ferramenta Orange Data Mining.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secao € feita a apresentacdo dos resultados obtidos e a discusséo
destes, para tal sdo analisados os dados gerados no processo de inativacdo por
secagem, no método padrdo comumente utilizado na literatura e no método de
inativagdo por paraformaldeido (PFA). Além disso, para cada método testado
explora-se a otimizacéo espectral e a influéncia das etapas iniciais na obtencéo final
do perfil espectral. Em sequéncia, os dados espectrais obtidos em cada ensaio sdo

comparados por meio da analise multivariada.

5.1 ENSAIO PRELIMINARES

Os ensaios preliminares foram essenciais para a otimizacdo e determinacao
das técnicas espectroscopicas empregadas, nestes testes observou-se novos
critérios a serem considerados ao testar o protocolo de secagem desenvolvido nesta
dissertacdo. Aspectos como abundancia da biomassa e tempo de secagem foram
reavaliados e conduziram as etapas seguintes, assim como sera descrito nas

préoximas secoes.

5.1.1 Inativac&o por secagem

As analises preliminares referentes aos ensaios de biosseguranca utilizando
0S sete micro-organismos da colecao de Micro-organismos UFPEDA nao indicaram
crescimento em cinco espécies, as quais foram Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Escherichia coli e Serratia marcescens. No
entanto, Micrococcus luteus e Klebisiela pneumoniae apresentaram crescimento
(Figura 23). Constata-se entdo que 55 minutos de secagem em estufa a 105°C

garantiu a inativacdo completa de cinco espécies.
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Figura 23 - Crescimento observados nas espécies Micrococcus luteus e Klebsiella pneumoniae
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Fonte: A Autora (2022).

A inativagdo por secagem realizada neste trabalho esteve de acordo com os
resultados obtidos por Osman, Garnotel e Drancourt (2017) e Fogolari, Reis e
Philippi (2012), os quais estudaram a tolerancia térmica de micro-organismos. Para o
género Mycobacterium, por exemplo, esta tolerancia foi até temperaturas em torno
de 55°C. Além disso, Garnotel; Drancourt (2017) sugere que a resisténcia térmica
pode variar entre cepas distintas. Os resultados dos ensaios preliminares descritos
nesta dissertacdo foram satisfatorios em relacdo a inativacdo por secagem, pois
permitiram a neutralizacdo de pelo menos cinco espécies distintas. Considerou-se
entdo que, possivelmente, um intervalo de tempo maior de secagem inativaria
também Micrococcus luteus e Klebisiela pneumoniae. Rowlands et al. (2006) sugere
que as espécies de importancia médica do género Salmonella, apresentam
resisténcia térmica em temperaturas em torno de 60 e 70°C, Fogolari, Reis e Philippi
(2012) observou que somente temperaturas acima de 55°C séo eficientes para
inativacao térmica de Escherichia coli e Kothe (2014) sugere tratamentos térmicos
acima de 60°C ou intervalos de tempo prolongados para inativacdo térmica de
Staphylococcus aureus. Tendo em vista que o método desenvolvido nesta
dissertacdo utiliza como temperatura de inativacdo 105°C, o mesmo pode ser uma
ferramenta util para inativar amostras microbianas e auxiliar na obtencéo de perfis
espectrais.

Segundo Bernardi (2017), a bactéria gram-positiva S. aureus apresenta
resisténcia a desinfeccdo com alcool 70%. Cepas padrdo de K. pneumoniae
demonstram sensibilidade a inativagdo por alcool 70%, porém Guo (2015) observou

gque em amostras clinicas de K. pneumoniae, apenas 52% das bactérias sdo



54

inativadas pelo é&lcool. Evidencia-se que a atividade desinfetante pode variar de
acordo com a cepa, devido a mecanismos de resisténcia adquiridas ao longo do
tempo. Neste sentido, 0 método de inativacdo por secagem desenvolvido na etapa
de pré-processamento pode ser uma ferramenta util, pois seu funcionamento para
cinco espécies analisadas foi satisfatério, incluindo a bactéria gram-positiva S.
aureus, a qual segundo a literatura apresenta resisténcia a desinfeccdo com alcool
70%. Sendo assim, a inativacdo por secagem descrita nesta dissertacdo pode ser
empregada com a finalidade de promover a manipulacdo segura de amostras
microbianas direcionadas ao espectrofotdbmetro.

O método desenvolvido esta de acordo com Oliveira et al. (2016), o qual
reforca a importancia da biosseguranca na manipulacdo de patégenos microbianos,
uma vez que desinfeccdo incompleta ou realizada de maneira equivocada pode
contaminagdes e acarretar no aumento de micro-organismos resistentes. Além
disso, tem como vantagem a neutralizacdo dos micro-organismos patdgenos nas
etapas que antecedem a analise espectral, mesmo aqueles agentes que apresentam
resisténcia ao método convencional de desinfeccao utilizando alcool 70%. Portanto,
viabiliza a reducéo de contaminacdo no equipamento espectrofotdmetro e o éxito da
desinfeccdo com &cool 70% sugerida pelos fabricantes. Assim como nesta
dissertacdo, os métodos utilizados na literatura para reduzir riscos de contaminacao
em andlises espectroscopicas sdo empregados no preparo dos agentes microbianos
a serem analisados.

Ayu et al. (2018) com o objetivo de proteger o operador do espectrofotdmetro
do risco de contaminacdes, inativou S. aureus, E. faecalis, E. faecium, K.
pneumoniae, E. coli, S. marcescens, E. cloacae, A. baumannii, P. aeruginosa e C.
albicans utilizando alcool 70% na etapa de preparo da amostra microbiana. Costa et
al. (2016) utilizou como substancia de inativacdo a solucdo de paraformaldeido 4%,
no qual isolados de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii permaneceram
em repouso por trés horas atuando em temperatura ambiente. Em contrapartida,
nenhum destes autores realizou o controle de qualidade do processo de inativagao
e, em relacdo ao PFA também ndo houve investigacdo da possivel influéncia da
substancia no perfil espectral do material microbiano. Neste contexto, o meétodo
desenvolvido nesta dissertacdo fundamenta-se em um processo de tratamento
assertivo que inclui a investigacdo da viabilidade microbiana apos a secagem. Além

disso, quando comparado aos meétodos de Ayu et al. (2018) e Costa et al. (2016),
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demanda menos suprimentos e manipulacdo de reagentes para inativar o micro-
organismo em questdo. Em prosseguimento também serd demonstrado a analise da
influencia destes tratamentos na obtencéo do perfil espectral.

De acordo com Berthomieu e Hienerwadel (2009), uma analise adequada
utilizando FT-IR depende do teor hidrico da amostra, pois a agua apresenta forte
absorcdo e pode encobrir o sinal de outros grupos funcionais. Desta forma, o
percentual de agua atribuido a uma amostra microbiana pode limitar informacfes
sobre os grupos funcionais e prejudicar a interpretacdo da assinatura quimica nas
amostras. O método de inativacdo por secagem desenvolvido, além de contribuir
minimizando o potencial contaminante da amostra microbiana levada ao
equipamento, permite a retirada de agua por evaporacdo. Sendo assim, é possivel
obter o perfil espectral contendo a assinatura quimica com baixa influéncia de agua
e assim garantir a intepretacdo das bandas espectrais em sua totalidade.

Novos ensaios (1, 2, 3 e 4) foram conduzidos utilizando intervalos de tempo
maiores a fim de inativar os micro-organismos e reduzir o teor hidrico. Para garantir
a seguranca durante a operacdo do espectrofotbmetro IR, a levedura
Saccharomyces cerevisae foi escolhida como micro-organismo padrdo. Segundo De
Abreu, Rovida e Pamphile (2015) a levedura S. cerevisae, largamente utilizada na
industria, € um dos eucariotos mais estudados por ndo apresentar riscos de infeccéao
ao ser humano ou outros animais quanto pelo volume de informacdes conhecidas
acerca de seu metabolismo. Também se constatou a necessidade de maior
biomassa para ensaios de secagem, pois a reducao gradativa do material interferiu

nas etapas de pesagem na descontinua e implicou em variacdes.

5.2 ENSAIO DE SECAGEM E INATIVACAO COM SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

O isolamento e purificagdo da levedura S. cerevisiae foi bem-sucedido e
colénias uniformes foram obtidas, quando observadas em microscépio Optico as
células apresentaram-se com formato e tamanho tipicos da espécie, também nao
foram observadas bactérias de qualquer forma e tamanho (Figura 24). Sendo assim,
obtencao da levedura se deu assim como citado por BARNETT, PAYNE e YARROW
(2000).
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Figura 24 - Levedura Saccharomyces cerevisiae em microscépio optico com aumento de 40X.

Fonte: A Autora (2022).

5.2.1 Ensaios de secagem

Os micro-organismos submetidos ao Ensaio de Secagem 1 (Figura 25)
utilizando o micro-organismo padrdo ndo apresentaram crescimento em nenhum dos
materiais apds a secagem, indicando que a levedura foi completamente inativada. A
biomassa e o teor hidrico demonstraram redu¢des ao longo do tempo, porém o peso

constante néo foi atingido.

Figura 25 - Ensaio 1 de secagem de S. cerevisiae utilizando diferentes quantidades de massa
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Fonte: A Autora (2022).
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Os ensaios 2 (Figura 26) e 3 (Figura 27) evidenciaram que intervalos de
tempo prolongados fornecem maiores taxas de evaporagdo, porém conduzem a
instabilidades na afericdo da biomassa inviabilizando a secagem até peso constante
e a obtencdo de espectros satisfatérios. Bem como indicado na tabela abaixo, o
ensaio 3 exibiu maiores taxas de perda de 4gua por evaporacado, no entanto, quando
comparado ao ensaio 1 e 2 apresentou o maior desvio padrao (Tabela 2).
Constatou-se que a partir de um determinado momento, as oscilagcdes observadas
ao aferir a reducdo de biomassa sédo decorrentes da manipulacdo do experimento e
nao representam genuinamente a perda de agua. Em relacdo ao ensaio 3, as
maiores variagbes ocorreram apO0s os 2100 minutos. Outro fator possivelmente
relacionado com tais oscilacbes de biomassa foi observado por Koga, Echigo e
Nunomura (1666), os quais citam a ocorréncia de processos de desumidificacao e
umidificacdo no material analisado também por secagem seguida de pesagem da
levedura por 5 horas a 105°C. Portanto, estes resultados estdo de acordo com o

observado por Koga, Echigo e Nunomura (1666).

Figura 26 - Ensaio 2 de secagem da levedura S. cerevisiae em 990 minutos utilizando diferentes
guantidades de biomassa
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Fonte: A Autora (2022).
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Figura 27 - Ensaio 3 de secagem da levedura S. cerevisiae em 3230 minutos utilizando diferentes
guantidades de biomassa
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Fonte: A Autora (2022).

Tabela 2 - Tabela referente ao teor de umidade médio perdido ao longo do processo de secagem e
ao desvio padréo de cada experimento. s = desvio padréo.

MASSA 1 ENSAIO 2 ENSAIO 3 ENSAIO
(480 MIN) (990MIN) (3230 MIN)
S % evaporagao S % evaporagao S %
evaporagéo
1 PLACA 0,00428 77,06 0,00181 80,18 0,05743 92,05
2 PLACAS 0,00872 77,21 0,00311 80,23 0,01540 85,65
3 PLACAS 0,00757 77,18 0,00477 80,07 0,00314 81,68

Fonte: A Autora (2022).

Neste sentido, o ensaio de secagem 4 (Figura 28) foi realizado de forma
continua a fim de reduzir as variacdes evidenciadas nos ultimos experimentos.
Observou-se entdo que o intervalo de tempo ideal para alcance do peso constante e
maxima retirada de agua esta em torno dos 600 minutos, pois afericbes realizadas
posteriormente a esse intervalo acumularam maiores variagdes. A reducdo do teor
de umidade permaneceu aumentando até atingir valores de 84,32% em torno dos
600 minutos, apds esse intervalo os valores tornaram-se instaveis. Tal qual
observado nos ensaios anteriores, intervalos de tempo prolongados conduziram a
instabilidades no procedimento de secagem. Por meio deste ultimo ensaio, foi
possivel protocolar o modelo de inativacdo por secagem a ser utilizado na

manipulacdo dos micro-organismos e assim, garantir a manipulacdo segura durante
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a andlise por espectroscopia vibracional no infravermelho.

Figura 28 - Ensaio 4: Teor de umidade das amostras do ensaio de estabilidade do perfil espectral por

FT-IR.
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Fonte: A Autora (2022).

Nos quatro ensaios citados anteriormente, ao analisar a inativagdo das
amostras nao foi observado a presenca de crescimento de micro-organismos,
indicando que as leveduras foram inativadas com éxito. A secagem do material
microbiano desenvolvida nesta dissertacdo promove mudancas fisioldgicas
responsaveis por inativar a célula, de acordo com Koga, Echigo e Nunomura (1666)
0 consumo de oxigénio decresce com a reducdo do teor de 4gua. Ao atingir valores
abaixo de 20%, o consumo de oxigénio cessa e nao observa-se mais atividade
metabdlica. Possivelmente isso ocorre, pois, a agua fornece um meio continuo, no
qual as reacdes bioquimicas podem acontecer, especialmente aquelas relacionadas
com a mudanca de conformacédo dos polimeros constituintes. Além disso, as células
inativadas por desidratacdo apresentam rupturas de membranas nucleares e
citoplasmaticas (BEKER; RAPOPORT, 1987). Portanto, estas alteracées contribuem
para inativacdo das leveduras estudadas.

Durante o processo de secagem, a célula da levedura passa por diferentes
estagios. O estagio inicial € caracterizado predominantemente por mudancas
fisioloégicas, mas ao reduzir o teor de agua a valores menores que 20% tambéem
ocorrem modificagdes fisico-quimicas. Este estagio é observado nos quatro ensaios
descritos e € caracterizado pela queda abrupta de biomassa. Quando a célula
alcanca teor hidrico entre 10% e 5%, a agua perde seus diferentes modos de

movimentacdo molecular e passa a ter menor influéncia (KOGA, ECHIGO e
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NUNOMURA, 1666). A biomassa microbiana € constituida de 70% a 90% por agua,
localizada no meio intracelular associada a proteinas, acidos nucleicos, membranas
ou substancias de relevancia estrutural, sendo conhecida comumente como agua
ligada.

Beker e Rapoport (1987) demonstram que o procedimento de secagem
ocasiona primeiramente um répido decréscimo linear no teor de umidade da
biomassa, caracterizado pela evaporacdo da agua livre e agua intercelular. Em
seguida, quando a agua ligada comeca a evaporar a taxa de secagem diminui e
torna-se constante. Em todos os ensaios de secagem descritos anteriormente, foi
possivel observar a reducdo inicial de biomassa e apdés um intervalo de tempo
valores constantes de biomassa. Portanto, observa-se que 0s ensaios de secagem

1, 2, 3 e 4 conduzidos neste trabalho estdo de acordo com o esperado na literatura.

5.3 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NO INFRAVERMELHO

A andlise dos dados espectroscopicos na regido do infravermelho foi
facilitada pelos parametros de leitura empregados, os quais podem variar de
acordo com o método utilizado. Por conta disso, foi essencial a etapa de
otimizacdo e determinacdo da técnica. Nesta foi possivel identificar os perfis
espectrais com escores satisfatérios e definir o fluxo de trabalho méaxima

qualidade espectral.

5.3.1 Otimizacéo e determinacédo da técnica

A espectroscopia na regido do infravermelho tem sido amplamente utilizada
como método confiavel na analise de compostos e matrizes complexas, permitindo
gue substancias organicas possam ser identificadas através de seus modos
vibracionais (SILVERSTEIN; BASSLER, 1962). Para tal, € necessario construir
ajustes que otimizem a aquisicdo dos espectros e sejam capazes de fornecer dados
satisfatorios. Espectros em boa qualidade permitem a identificacdo correta das
bandas, fornecendo informa¢des quimicas ou estruturais do material estudado e
indispensavelmente devem apresentar o menor ruido possivel (BENETTI et al.,
2010).
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A obtencdo de espectros satisfatérios também se deu devido a maceracéo
do conteudo microbiano, realizada anteriormente a analise no espectrofotometro. O
melhor parametro de aquisicdo espectral foi o designado como método D (Figura
29), no qual foram utilizadas 100 varreduras e resolugédo igual 4 cm™. O método D
apresentou maior reprodutibilidade e intensidade das bandas para os tratamentos de
secagem, padrdo e o com PFA, portanto, foi o método escolhido para dar
prosseguimento aos ensaios. Na literatura observa-se que os parametros de analise

variam de acordo com o material estudado e o espectrofotdmetro utilizado.

Figura 29 — Espectros de Saccharomyces cerevisiae sob diferentes métodos de leitura. A figura D
apresenta menos ruido e bandas mais definidas e representa o método D.
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Fonte: A Autora (2022).

Preliminarmente, 0s espectros provenientes dos ensaios de secagem
demonstraram instabilidade e pouca reprodutibilidade, produzindo leituras com fortes
ruidos e baixa intensidade das bandas. Ha dois parametros basicos de aquisi¢cdo do
equipamento espectrofotdmetro relacionados com a qualidade de sinal abordados
neste estudo, o numero de varreduras e a resolucdo. Na literatura, assim como
proposto por Benetti et al. (2010), citam-se os mesmos padrdes explorados nesta
dissertacdo e a velocidade do espelho movel como parametro ajustavel, mas este
altimo ndo exigiu modificagbes neste trabalho. Segundo Canevarolo Jr (2014), no
espectrofotometro € possivel efetuar varreduras e acumular interferogramas
correspondentes, este processo é conhecido como co-adicdo. O acréscimo da co-
adicdo traz como vantagem o aumento da relacdo sinal/ruido, produzindo um

espectro final com menos ruidos.
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Nesta dissertacao, foi possivel otimizar esta relagdo aumentando o numero de
varreduras de 16 por 100. Comumente, recomenda-se valores menores de
resolucdo a fim de identificar melhor a posicdo dos picos e aumentar a relacéo
sinal/ruido. No entanto, a escolha da resolucdo depende da amostra e do tipo de
informacdo desejada do espectro. Neste caso, a analise da matriz complexa
microbiana apresentou bons resultados com resolucéo igual a 4 cm™ e esteve de
acordo com os valores observados na literatura (SANTOS et al., 2012; SAKANE,
MATSUURA; SIMIONI, 2019). Sakane, Matsuura e Simioni (2019) e Puzey et al.
(2008), por exemplo, analisaram amostras complexas, como fitoterapicos e células
microbianas e, ao contrario do método descrito nesta dissertacdo, 0s mesmos
utilizaram numeros de varredura igual a 12 e ndo houve interferéncia na analise. Ja
Santos et al. (2012) e Rodriguez et al. (2018) empregaram como nuamero de
varredura valores superiores iguais a 32 e 64, respectivamente. Provavelmente,
estas divergéncias séo decorrentes da utilizacdo de equipamentos distintos e da
natureza da amostra analisada.

No contexto dos experimentos de inativacdo por secagem, a comparacao
entre valores de varreduras distintos foi determinante para a qualidade espectral,
pois fundamentar-se nos parametros descritos na literatura néo foi suficiente para
protocolar os ajustes necessarios. A resolucdo também é variavel na literatura, entre
valores iguais a 2 e 4 cm™, mas utiliza-se com maior frequéncia a resolucdo igual a 4
cm?® e nesta dissertacdo, esteve de acordo com o observado na literatura (SANTOS
et al.,, 2012; SAKANE, MATSUURA; SIMIONI, 2019). Sendo assim, os parametros
desenvolvidos neste trabalho tém como vantagem a sua reprodutibilidade para

diferentes tratamentos e aplicabilidade para analise de matrizes complexas.

5.3.2 Aquisicao dos espectros FTIR com diferentes tratamentos de inativagdo

O espectro médio da levedura submetida aos tratamentos designados como
Padréo, PFA e Secagem esta ilustrado nas Figuras 30, 31 e 32 estdo de acordo com
0 observado na literatura. A Tabela 3 evidencia a interpretagéo dos perfis espectrais
e a assinatura quimica observada em cada tratamento. As bandas entre as faixas de
3700 e 3000 cm representam vibracdes simétricas de estiramento dos grupamentos
OH presente em acidos graxos, ésteres e aminoacidos (PAVIA et al., 2014; DE

ROSSI, 2018). Ja as bandas préoximas a regido de 2920 cm™ sédo atribuidas a
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ligagbes de estiramento assimétrico C-H nos trés tratamentos, decorrente
principalmente da presenca de lipidios e representadas pelos maximos de 2924 cm*
no tratamento padrdo e PFA, enquanto na secagem por 2921 cm (PAVIA et al.,
2014; MOLON; ZEBROWISK, 2017).

Em contrapartida, bandas préximas das faixas de 2850 cm possivelmente
sdo atribuidas a estiramento C-H simétrico, com presenca de deslocamento para
valores menores nos tratamentos PFA e de secagem. A secagem destaca-se pela
presenca de duas bandas com maximos de 2304 cm? e 2112 cm?, as quais
possivelmente estdo associadas a presenca de alcinos de acordo com a literatura e
levando em consideracdo a banda de 2304 cm como resultado do deslocamento a
nameros de onda maiores (PAVIA et al., 2014). Absorcéo gerada entre 1800 e 1700
cmt com maximo observado em torno dos 1740 cm™ no tratamento PFA, padrédo e
na secagem sao resultantes da presenca de C=0 de carbonilas ésteres resultantes
da absorcdo da cabeca hidrofilica de fosfolipidios (BERTERAME et al., 2016;
CASAL; MANTSCH, 1984).

Os picos observados entre 1650 cm™ e 1540 cm™ sdo atribuidos a presenca
de ligac6es C=0 e N-H, responséveis pela sobreposicdo de ligacdes de estiramento
C-N e representam amida | e amida Il de peptideos (SILVERSTEIN, WEBSTER,;
KIEMLE, 2005; MOLOM; ZEBROWISK, 2017). As bandas presentes entre 1450 e
1370 cm™ possivelmente estdo relacionadas a ligagbes C-H de dobramento
resultantes da presenca de lipidios (PAVIA et al., 2014; SILVERSTEIN, WEBSTER,;
KIEMLE, 2005; BERTERAME et al., 2016). A regido fingerprint entre 1300 e 1200
cm? com bandas de baixa intensidade pode estar associada a sobreposicdo da
absorcdo de proteinas, carboidratos, lipidios e &cidos nucleicos (MOLOM;
ZEBROWISK, 2017).

Os maximos observados em 1077 cm™ e 1043 cm™ no tratamento padréo,
1029 cm™ e 991 cm™ no tratamento de secagem sé&o resultantes do contelido de
acidos nucleicos, correspondendo a absorc¢édo de grupos fosfatos e acidos nucleicos.
As bandas do tratamento padrdo citadas anteriormente e o maximo 1029 cm do
tratamento por secagem podem ser resultantes do estiramento C-O e atribuidas a
furanose, ja 991 cm da secagem pode ser atribuida a vibragdes de cadeia ribose-
fosfato. A banda de 1082 cm™ observada no tratamento com PFA também é
resultante da absorcdo de DNA e RNA da levedura, associado a ligagcdes P-O
(BERTERAME et al., 2016; BANYAY, SARKAR; GRASLUND, 2003).
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O tratamento com PFA destacou novos maximos, sugerindo uma maior
interacdo com os acidos nucleicos. Neste tratamento, observa-se bandas em 1046
cm? e 1025 cm atribuidas a estiramento C-O de furanoses, as quais usualmente
resultam da conformacédo Z-DNA. A absor¢do em 977 cm™ atribui-se a vibracoes de
estiramento C-C da cadeia B-DNA e em 933 cm a estrutura Z-DNA. No tratamento
padrdo, o maximo 913 cm possivelmente esta relacionada a vibracdo da molécula
de ribose. Em todos os tratamentos as bandas préoximas a regido de 800 cm
parecem estar associadas ao estiramento O-P-O, resultante da vibracdo de
(BANYAY, SARKAR & GRASULUND, 2003;

agrupamento fosfodiéster

SILVERSTEIN, WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Tabela 3 - NUmero de onda associado aos grupos funcionais obtidos a partir do FT-IR.

Numero de  Grupo funcional Tratamento Consideracoes
Onda (cm™)
3700 a 3000 O-H associado Padrdo, PFA e Ligado a acidos graxos,
Secagem. ésteres e aminoacidos. No
PFA e Secagem foi
observado deslocamento
de banda.
2920 C-H alifatico Padrdo, PFA e Resultante principalmente
assimétrico Secagem. da presenca de lipidios.
Apresentou deslocamento
de banda para um namero
de onda menor.
2850 C-H alifatico Padrdo, PFA e Breve deslocamento para
simétrico Secagem. valores menor foi
observado no PFA e na
secagem.
1740 estiramento C=0O Padrédo, PFA e @ Associada a presenca de
Secagem. fosfolipidios.
1650 e 1540 C=0Oe N-H Padréo, PFA e Presenca de peptideos.
(amida | e amida Secagem.
1))
1450 e 1370 dobramento C-H @ Padrdo, PFA e Associado a presenca de
Secagem. lipidios, com ocorréncia de
deslocamento de banda
nos trés tratamentos.
1300 a 1200 x Padréo, PFA e Possivelmente associado
secagem. a sobreposicao de
proteinas, carboidratos,
lipidios e acidos nucleicos.
1077 e 1043  Estiramento C-O  Padrao. Absorcéo dos fosfatos e
acidos nucleicos
(furanose).
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Transmittance [%]

Transmittance [9%]

1029 e 991 Respectivamente, Secagem. Absorgéo dos fosfatos e
estiramento C-O acidos nucleicos
e cadeia ribose- (furanose).
fosfato
1082 P-O PFA. Absorcao do DNA e RNA.
1046 e 1025 Estiramento C-O  PFA. Furanose associada a
conformacéao Z-DNA.
977 Estiramento C-C | PFA. Atribuida a vibracdo da
conformacéo B-DNA.
933 X PFA. Conformacédo Z-DNA.
800 O-P-O Padrdo, PFA e Absorcéo do grupo
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Fonte: A Autora (2022).

fosfodiester.

Figura 30 - Espectro da levedura S. cerevisiae submetida ao tratamento padréo
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Figura 31 - Espectro da levedura S. cerevisiae submetida ao tratamento com PFA
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Figura 32 — Espectro da levedura S. cerevisiae submetida ao tratamento de secagem
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Fonte: A Autora (2022).

Comparando-se os graficos obtidos a partir das médias de cada tratamento,
observou-se que existiam maximos evidentes observaveis no tratamento por
secagem, 0s quais eram pouco evidentes no grafico das médias do tratamento
padrdo e o com PFA. Para verificar a presenca destes maximos pouco evidentes,
provavelmente devido a presenca da molécula da agua, dados da regido entre 2700

e 1700 namero de ondas foram transformados pela equacéo:
x = Vy?"! @)

Os dados transformados indicam a presenca dos maximos observados no
processo de secagem na média das amostras padréo (Figura 33). Contata-se entao
qgue o tratamento de secagem além de permitir a inativacdo do micro-organismo,
evidencia novos maximos que podem contribuir na obtencdo de assinaturas
quimicas das amostras analisadas. Em relacdo ao tratamento padrdo proposto
inicialmente por Naumman et al. (1991), a metodologia desenvolvida nesta
dissertacdo confere novas perspectivas de interpretacéo do perfil espectral de uma
amostra microbiana. Silverstein, Webster e Kiemle (2005) e Pavia (2014) sugerem
que bandas na regido de 2304 e 2112 cm™ podem ser atribuidas a presenca de
alcinos, porém nédo foi possivel estabelecer esta relacdo no presente trabalho por

conta do aspecto da banda.
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Figura 33 - Grafico referente a maximos evidenciados a partir do processo de secagem.
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Fonte: A Autora (2022).

Por meio da inspecao visual direta € possivel observar que, embora a
regido entre 1200 e 1700 cm™ evidencie maximos menos intensos em relacdo ao
tratamento padrdo e o com PFA, ainda é possivel observar coeréncia entre a

assinatura quimica obtida (Tabela 3).

5.4 ANALISES COMPUTACIONAIS

Os testes iniciais utilizando analises multivariadas apresentaram oscilacdes
de dados e foram incapazes de fornecer agrupamentos consistentes sobre cada
tratamento. O emprego da abordagem estatistica demonstrou-se essencial para
identificar regides anémalas responsaveis por interferir na obtencdo destes dados.
Neste sentido, a compreensdo das regibes espectrais divergentes entre o0s
tratamentos PFA, padrdo e secagem, foram evidenciadas por métodos estatisticos
tradicionais.

Observou-se ainda quando a média computando todos os tratamentos
(secagem + PFA) se aproxima bastante daquele observado da média dos

tratamentos padréo (Figura 34).
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Figura 34 - Gréafico das médias referentes dos dois tratamentos (secagem e PFA) x padréo.
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Fonte: A Autora (2022).

O grafico de variancia do conjunto de dados para cada tratamento destaca as
regides espectrais de 1100 a 1200 cm, 1500 a 1700 cm™ e 3500 a 3700 cm como
faixas representativas de maior variacdo dos valores. No que se refere ao desvio
padrdo, as faixas espectrais correspondentes aos maiores valores de desvio em
relacdo a média central sdo de 1000 a 1100 cm™ e 3300 a 3500 cm™* O desvio
padrdao e a variancia de cada um dos tratamentos estdo representados abaixo
(Figura 35 e 36).

Figura 35 - Desvio padrdo em relacdo a cada tratamento
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Fonte: A Autora (2022).



Figura 36 - Variancia em relacdo a cada tratamento

Fonte: A Autora (2022).
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O teste-F (Figura 37) evidenciou quais sdo as regides espectrais com

maiores diferencas significativas entre os trés métodos, estas regides estdo entre as

faixas de 1700 cm™ a 2800 cm™ e a partir de 3700 cm™. As bandas indicadas com

valores abaixo de 5 ndo apresentam diferencas significativas entre as técnicas.

Figura 37 - Gréfico gerado a partir do teste-F.
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Fonte: A Autora (2022).

Através do teste-T (Figura 38 e 39) com nivel de significancia de 10% foi

possivel comparar o grupo padrdao com o PFA e a secagem, identificando as

divergéncias entre os tratamentos. Os espectros médios da secagem diferem do

tratamento padrdo entre as regides espectrais de 1700 cm®e 2800 cm™ e a partir da

regido 3700 cm, jA o método PFA diverge entre as regides 2600 cm™ e 3100 cm™.

Em relacdo aos valores de variancia, a secagem difere do padrdo nas faixas de 700
cm? a 900 cm?, 1600 cm™ a 1800 cm™ e 3100 cm™ a 3600 cm™ e o PFA difere nas

faixas de 600 cm™ a 700 cm, 1750 cm™ a 2500 cm e 3400 cm™ a 3600 cm™.
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Figura 38 - Teste-T em relacéo as médias da secagem e PFA.
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Fonte: Autora, 2022.

Figura 39 - Relag&o entre as variancias de cada tratamento.
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Fonte: A Autora (2022).

O grafico representativo do desvio padrdo e da variancia para cada tratamento
demonstram que as regides com valores acima de 10 parecem estar associadas a
maior dispersdo dos dados amostrais e sdo associadas ao tratamento de secagem.
O teste-T destaca regides similares as evidenciadas pelo desvio padrédo e a
variancia, corroborando com a provavel interferéncia do tratamento de secagem na
variabilidade dos dados.

Os dados observados a partir da variancia sugerem uma maior variagao
associada a sobreposicdo de carboidratos, lipidios, absor¢cdo de nucleotideos,
peptideos e O-H associado a moléculas de &cidos graxos ou aminoacios. JA em
relacdo ao evidenciado pelo desvio padrdo, as faixas espectrais mais variaveis em
relacdo a média passam a ser aquelas associadas a absorcéo de fosfatos e ao anel
de furanose de nucleotideos, também se observa que a variancia associada a
absorcdo de O-H estd presente tanto nas analises de varidncia como no desvio
padrdao (PAVIA et al.,, 2014; DE ROSSI, 2018; BERTERAME et al., 2016;
SILVERSTEIN, WEBSTER; KIEMLE, 2005; MOLOM; ZEBROWISK, 2017).

Ja o teste-F evidencia que as variacOes significativas sé@o resultantes da

absorcdo de fosfolipidios e O-H associado para todos os métodos. A comparacao
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dos métodos de secagem e o PFA com o método padréo, demonstraram que o PFA
difere do método tradicional predominantemente nas faixas de absorcdo de
resultantes de ligacbes de O-H associado, enquanto a secagem acumula mais
diferencas em relacdo ao padrdo nas regides provenientes da absorcdo de
fosfolipidios e O-H associado. Sendo assim, percebe-se que ambos os tratamentos
possivelmente apresentam divergéncias relacionadas ao mesmo padrdao de
absorcdo molecular, porém a secagem parece ter uma contribuicAo maior sobre a
variacdo dos dados. Parte da variacdo observada no processo de secagem pode ser
consequéncia do surgimento de novos maximos de absorcao, os quais tornaram-se
identificaveis apés a reducdo do teor de umidade (PAVIA et al., 2014;
SILVERSTEIN, WEBSTER; KIEMLE, 2005).

As comparacdes estabelecidas por meio do Teste-T entre as técnicas de
secagem, o PFA e o tratamento padrao evidencia que as faixas de maior variancia
diferem em cada método, o que € decorrente do comportamento vibracional dos
grupos funcionais submetidas as condicbes distintas. O paraformaldeido é
largamente utilizado como agente de fixacgdo em preparacdes histoldgicas,
preservando a estrutura de tecidos biolégicos e garantindo a sua integridade para
diagnésticos clinicos. O tratamento com PFA acumula variacbes nas regides
relacionadas a absorcéo de ligacées C-H e O-H associado, enquanto na secagem as
variacfes sao resultantes da absorcao de ligacbes C=0, presente em fosfolipidios e
O-H associado.

Os fosfolipidios determinam a expressdo das propriedades funcionais das
membranas celulares e quando submetidos a desidratacéo, podem sofrer mudancas
estruturais e bioquimicas. Foi demonstrado que apO6s a secagem, lipidios e
fosfolipidios apresentam um namero maior de cadeias curtas de acidos graxos e ha
redistribuicdo de moléculas como o acido palmitoleico. Amostras de leveduras secas
mantidas em armazenamento, também apresentam aumento no namero de acidos
graxos livres nas células. Outro processo observado é a dessaturacdo de &cidos
graxos decorrente da atividade da ATPase mitocondrial, a qual tem sua producéo
aumentada como mecanismo de resisténcia a desidratacdo e reidratacdo. No
entanto, ainda ha escassez de estudos descritivos sobre o comportamento dos
lipidios celulares quando expostos ao processo de secagem (BEKER; RAPPORT,
1987).
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Sendo assim, tanto no grafico de desvio-padrdo quanto no referente a
variancia dos dados, o grupo padréo e PFA apresentam maior homogeneidade dos
dados e provavelmente afastam-se menos dos valores esperados quando
comparados com a secagem. Neste sentido, a ma resolucdo da analise dos
componentes principais (PCA) e da analise hierarquica de cluster (HCA) realizadas
preliminarmente, sem os dados da estatistica tradicional, foi associada as regifes
andémalas e divergentes presentes no modelo experimental estudado.

Optou-se pelas analises multivariadas utilizando ferramentas de pré-
processamento, como a transformacdo de dados, a exclusdo de regides
excessivamente variadas e delimitagdo de linhas de base. Para tal, no programa
Orange Data Mining foram realizadas exaustivas simulacbes empiricas de pré-
processamento visando obter os agrupamentos esperados de acordo com 0s
tratamentos executados, paralelamente também foram observados possiveis
relacdes entre os melhores pré-processamentos com os perfis de variancias e
desvio-padroes obtidos principalmente quando se aplicava a ferramenta “cut
remove” que retira da analise regides pré-definidas. A faixa de 998 a 1077 cm? e
3140 a 3500 cm™ apresentou a maior dispersdo do conjunto de dados, o que foi
possivel identificar através do grafico de desvio padrdo. A retirada dessas regifes
divergentes, designadas como andmalas, permitiu a geracdo de dados espectrais

mais eficientes (Figura 40).

Figura 40 - Espectros FT-IR para cada tratamento evidenciando as regides andmalas subtraidas nas
etapas de pré-processamento.
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Fonte: A Autora (2022).
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Observou-se entdo que as melhores etapas de pré-processamento foram,
respectivamente, filtro Savitzky-Golay, Cut remove, Cut remove, Gaussian
smoothing e Baseline Correction (Figura 41A). Este processamento foi empregado
conjuntamente a exclusdo de regibes de valores de desvio-padrdo, acima de 10
(Figura 41B), correspondente a regido aproximada de 998 a 1077 cm™ e 3140 a
3500 cm. Desta forma, os dados foram submetidos a PCA, HCA e Freeviz. De
acordo com Canevarolo (2017), Wenning e Scherer (2013), o pré-processamento
dos dados é fundamental para identificacdo de amostras a partir de espectros FT-IR.
As transformacgfes essencialmente relevantes para 0 processamento prévio
correspondem a suavizacdo, normalizagdo e o calculo derivativo, neste ultimo
procedimento, usualmente utiliza-se o algoritmo desenvolvido por Savitzky e Golay
(1964).

Figura 41 - Desenvolvimento de critérios para processamentos de dados de FTIR. A) Dados de FTIR
apos pré-processamento. B) Regides excluidas a partir da avaliacao de valores do desvio-padréo.
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Fonte: A Autora (2022).

No entanto, os tratamentos espectrais variam de acordo com o objetivo do
estudo, devendo-se evitar excessos. A normalizacao, por exemplo, ndo se mostrou
eficaz na metodologia desenvolvida pois nao foi capaz de agrupar os tratamentos
estudados na PCA. Neste sentido, exaustivas combina¢gdes com as ferramentas de

pré-processamento espectral foram necessarias até que fosse possivel gerar
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escores eficientes na separacao dos tratamentos estudados por meio da PCA. Estes
esforgos, assim como sugere Canevarolo (2017), sdo necessarios a fim de destacar
a aparéncia e extrair mais informacbes do espectro, bem como reduzir a
interferéncia de ruidos e artefatos no perfil espectral. Desta forma, foi possivel obter
espectros adequados para metodologias com potencial distintivo e torna-los
reprodutiveis utilizando ferramentas de analise multivariada.

A PCA dos espectros gerados apds o pré-processamento permitiu a obtencao
dos escores de quatro componentes, o primeiro componente principal (PC1), o
segundo componente principal (PC2), o terceiro componente principal (PC3) e o
quarto componente principal (PC4).

Uma vez que a PCA reduz a dimensionalidade dos dados a componentes
principais, é possivel analisa-los em um Scatter Plot (Figura 42) neste estudo, 98%
das informacfes espectrais relevantes sdo representadas no Scatter Plot utilizando
PC1e PC2.

Neste grafico de dispersdo foi possivel identificar a formacdo de
agrupamentos (indicados por cores) entre classes similares, que correspondem a
amostras do mesmo tratamento (Figura 42A), deste modo, 0s pontos amostrais
formam trés grupos que correspondem aos tratamentos Padrdo, PFA e Secagem
(Figura 42B).

A andlise multivariada realizada através da PCA permite duas interpretacdes
iniciais, a primeira refere-se ao tratamento predominante na informacédo espectral
redimensionada e que possivelmente apresenta maior contribuicdo na variabilidade
dos dados, a segunda evidencia o potencial distintivo da técnica.

A disposicao bidimensional dos tratamentos no scatter plot sugere que o PFA
apresenta maior relagdo com o PC1 indicado pelos valores mais altos ao longo do
eixo e, portanto, acumula a maior variabilidade dos dados representado pelo PC1
gue apresentou escore 0,851 (Figura 43). Sendo assim, provavelmente, o PFA nesta
analise acumula boa parte da variancia dos dados, enquanto PC2 representa os
grupos Padréao e Secagem.

Através do scatter plot também se constata que os escores atribuidos ao PC1
e PC2 permitem a formacédo de agrupamentos entre pontos amostrais de mesma
classe, indicando o potencial distintivo da metodologia utilizada para identificar

diferencas entre os tratamentos para cada tipo de amostra microbiana.
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Figura 42 - Scatter plot gerado a partir dos escores PC1 (0,851) e PC2 (0,061). A) Scatter plot
evidenciando a distribuicdo dos pontos amostrais e a formacdo dos grupos entre 0s mesmos tipos
de tratamento. B) Scatter plot evidenciando a distribuicdo dos pontos amostrais com legenda para

cada ponto amostral.
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Fonte: A Autora (2022).

Os escores gerados pela PCA ap0s o0 pré-processamento estao
representadas no quadro abaixo, assim como os valores obtidos ao realizar a
analise sem retirada das regides an6malas (Figura 43). Observando os escores
constata-se que a exclusdo das regibes andmalas aumentou os valores de PC1 e
diminuiu dos demais componentes o que refletiu um melhor agrupamento posterior
no scatter plot. Sem a exclusdo das regides anbmalas, as quatro componentes
principais representam 97% dos dados, apés a exclusdo, as mesmas componentes
representam 98,4% das informagdes. Ao comparar os valores de PC1, o mesmo

aumentou de 69,1% para 85,1%.
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Embora a variancia, teste-T e teste-F tenham indicado inicialmente faixas
possivelmente atribuidas a m& resolucdo dos dados, apenas a retirada das regides
espectrais com valores de desvio padrdo maiores que dez destacou-se na obtencéo
dos dados. Portanto, a faixa examinada pelo critério de desvio padréo parece estar
mais relacionada com incongruéncia das analises de PCA, pois sua supressao

produziu agrupamentos bem definidos entre tratamentos de mesma classe.

Figura 43 - Quadro referente aos valores dos escores gerados pela PCA antes e ap0s a retirada das
regides andmalas.

Escore para cada PC1 PC2 PC3 PC4
componente
principal (PC)

Antes da retirada 0,691 0,181 0,061 0,045
das regioes
anbémalas

Apoés a retirada das 0,851 0,061 0,057 0,014
regides anbmalas

Fonte: A Autora (2022).

O emprego da PCA no estudo espectroscépico de micro-organismos permite
a formacdo de agrupamentos entre classes similares, gerando dados para
identificacdo e caracterizacdo de células microbianas. Este método além de ser
factivel na andlise de diferencas entre tratamentos, também pode contribuir na
identificacdo de diferentes espécies ou cepas microbianas. No estudo conduzido por
ADT et al. (2010), a espectroscopia vibracional no infravermelho foi utilizada na
discriminacdo entre Saccharomyces cerevisiae e levedos de outras espécies, bem
como na discriminacéo entre cepas de S. cerevisiae, S. bayanus e S. carlsbergensis.

A regido espectral escolhida por ADT et al. (2010) foi a faixa de
900 a 1200 cm?t a qual, segundo os autores, é atribuida a presenca de
polissacarideos componentes da parede celular da levedura, sendo considerada por
eles a faixa de assinatura para diferenciacdo das cepas. No entanto, ao levar em
consideracdo a composicdo bioguimica na delimitacdo das regides a serem
analisadas por PCA, se faz necessaria a interpretacdo correta das bandas espectrais
e conhecimentos especificos sobre o material estudado. Na investigacdo
desenvolvida nesta dissertacédo a regido subtraida foi de 1000 a 1200 cm™* e 3100 a
3500 cm'?, tendo como critério os resultados gerados pelo desvio padréao.
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O emprego da abordagem desenvolvida utilizando estatistica tradicional
permiti a determinagdo de regides promissoras na diferenciagdo de tratamentos
distintos e matrizes complexas, a partir de dados brutos espectrais factiveis de
serem obtidos por qualquer equipamento espectrofotbmetro. Sendo assim, a
interpretacdo espectral na metodologia apresentada nesta dissertagdo, surge como
elemento complementar a fim de garantir a riqueza da analise e ndo como etapa
fundamental para distincdo dos grupos. Neste contexto, a investigacdo por
estatistica convencional também pode ser empregada e revelar novas assinaturas
espectrais relevantes para estudos de classificacao.

Os escores gerados de PC1 e PC2 na andlise de PCA de ADT et al. (2010),
corresponderam a pelo menos 71,2% da variacao total dos dados para espécies de
géneros diferentes, enquanto no presente estudo as duas primeiras componentes
representaram em torno de 91% da variacdo dos dados para amostras de S.
cerevisiae submetidas a diferentes tratamentos. Observa-se que mesmo com a
exclusdo de uma faixa menor do espectro, ADT et al. (2010) obtiveram uma
representacdo dos dados inferior em nimero do que a apresentada neste trabalho.

Ressalta-se que a PCA desenvolvida nesta dissertacdo esteve de acordo com
0 que é observado na literatura (ADT et al., 2010; GRANATO et al., 2018; YANG et
al., 2014; WENNING et al., 2013) além de possibilitar a redu¢do de dados com
amplo aproveitamento das informacdes, sendo capaz de identificar classes similares
e construir agrupamentos.

Uma vez que o perfil espectral de cada amostra frequentemente ira
apresentar diferencas nao identificaveis por inspecdo visual direta, a analise
estatistica tradicional permite investigar variacbes em relacdo a média dos dados,
bem como identificar regides com diferencas significativas e faixas divergentes,
aprimorando a etapa de delimitacdo das regides a serem estudadas por analise
multivariada.

No contexto de micro-organismos responsaveis por infec¢des fungicas,
Santos et al. (2012) comparou métodos estatisticos de analise multivariada e
meétodos nao-estatisticos de ajuste de curva utilizando espectros infravermelhos de
Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida parapsilosis a fim de testar o
potencial da andlise multivariada para discriminacdo de células microbianas por meio
da utilizacdo da andlise de componentes principais e pela analise hierarquica de

cluster.
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Para tal, Santos et al. (2012) optou pela investigacao das regides de 4000 a
1000 cm, com exclusdo da regido de 2600 a 2300 cm referente a diéxido de
carbono e de 1710 e 1590 cm™. A exclusédo desta Ultima regido se deu através de
inspecdo visual direta, neste caso a faixa foi atribuida a banda de amida | e
apresentou um aspecto visual similar entre os espectros estudados. Este método
tem como desvantagem a nao consideracdo da variancia do conjunto de dados
espectrais, 0s quais apresentam divergéncias e outras informacgdes ndo verificaveis
de imediato. Além disso, as interpretacbes bioquimicas dos perfis espectrais
frequentemente podem apresentar divergéncias na literatura conduzindo a
interpretacdes equivocadas.

A andlise de PCA conduzida nesta dissertacdo, utilizando os quatro primeiros
componentes principais, representou 99% das informac¢des iniciais assim como nos
estudos realizados por Santos et al. (2012). No entanto, estes Ultimos obtiveram
dados unicamente voltados as varidveis espectrais responsaveis pela formacdo das
quatro componentes.

Deste modo, foi necessario a complementacdo dos dados de PCA através da
andlise de cluster. Nesta dissertacdo, embora tenham sido consideradas as quatro
componentes principais para representar 99% das informagdes iniciais, a utilizagédo
de PC1l e PC2 permitiu ndo sé identificar qual componente é responsavel pela
separacdo dos espectros, mas também formar agrupamentos entre tratamentos
espectrais similares, favorecendo a distincdo inicial dos grupos. Deste modo, ja foi
possivel a distincdo dos grupos estudados nesta etapa da PCA, o que nao foi
observado nos resultados de Santos et al. (2012).

A saida de dados gerados na PCA foi direcionada para realizacdo da andlise
hierarquica de cluster (HCA), responsavel pela obtencdo de um dendrograma por
agrupamento hierarquico. Para tal, foi utilizado o algoritmo Ward, considerado um
eficiente método de agrupamento. Segundo Everitt (1994) e Ward (1963), este
algoritmo é capaz de construir clusters minimizando o desvio padrédo entre os dados
de cada grupo. Todavia, os agrupamentos gerados nesta dissertacdo por meio da
HCA so0 foram possiveis devido as etapas de pré-processamento desenvolvidas, as
quais fundamentaram-se nas faixas com desvio padrdo maior que dez e
possibilitaram a identificagdo de novos padrbes. Deste modo, assim como proposto
por Baker et al. (2014) a determinacdo e selecdo das regibes a serem analisadas

foram importantes mesmo utilizando um algoritmo de alta eficiéncia e estiveram de
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acordo com a literatura (CANEVAROLO, 2014; MARIEY, 2001; YANG et al., 2020).
O dendrograma gerado evidencia a clara distingdo entre os trés tratamentos,
constata-se assim, que existem diferencas significativas identificaveis entre os
mesmos por meio da HCA e que é possivel agrupar tratamentos similares nas
mesmas classes (Figura 44). O comportamento dos agrupamentos observado no
grafico de dispersédo gerado pela PCA mostra-se de acordo com o observado no
dendrograma da analise de cluster, neste € possivel observar a formacéao de grupos
entre classes similares de tratamento. Além disso, assim como sugerido pelos
autovalores da PCA desenvolvida nesta dissertacdo, o tratamento PFA é o que

apresenta menos similaridades em relacdo ao tratamento Padréo e Secagem.

Figura 44 - Dendograma gerado pela HCA. C1: cluster 1 referente aos PFA, C2: cluster 2 referente ao
padrdo, C3: cluster 3 referente a secagem.
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Fonte: A Autora (2022).

A formacao dos clusteres pela HCA baseia-se no conceito de similaridade, o
qual por definicho matematica, refere-se a semelhanca entre dois objetos
determinada pela sua distadncia. Neste sentido, 0s agrupamentos emergem
baseados na distancia calculada pelo algoritmo e de acordo com a métrica utilizada.
Usualmente, utiliza-se a distancia métrica euclidiana, porém no presente trabalho a
Manhhattan foi preterida por ndo depender da padronizacdo dos dados. A
disposicéo bidimensional dos pontos amostrais presentes no scatter plot da PCA n&o
influencia nas distancias dos clusters gerados (Figura 38A e 38B), porém é possivel
observar semelhangca entre a disposicdo destes pontos com a formacédo dos
agrupamentos evidenciados no dendrograma (Figura 41). A HCA descrita nesta
dissertacdo gerou trés clusters, o cluster 1 (C1) definido pelas amostras tratadas
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com PFA e delimitado até valores iguais a 10, o cluster 2 (C2) e 3 (C3) referentes,
respectivamente, as amostras submetidas ao tratamento padrdao e secagem
alocados em valores préoximos a 6 (Figura 41).

O grupo formado pelo PFA apresenta menor similaridade em relacdo aos
tratamentos de secagem e o padrdo, no dendrograma € possivel observar que sua
distancia é maior em relacdo aos outros grupos e 0 mesmo € posicionado como um
outgroup. As amostras referentes ao PFA 2 e 3, cuja distancia € inferior a do PFA 1
e igual a 4, também apresentam menor similaridade em relacdo ao C2 e C3 e
possivelmente acumulam mais similaridade entre si do que com o PFA 1. No C2
referente ao tratamento padréo, a amostra padréo 2 é a que mais afasta-se do grupo
como um todo, enquanto as amostras 2 e 3 acumulam maior similaridade entre si.
Por dltimo, no C3 referente ao tratamento de secagem, a amostra 4 é a que mais
afasta-se do grupo como um todo e é possivel observar a formacdo de dois
subgrupos, um entre as amostras 5 e 3 e um segundo entre as amostras 1 e 2
(Figura 41).

Somente apdés o pré-processamento desenvolvido nesta dissertacdo foi
possivel construir clusters entre amostras das mesmas classes de tratamento,
indicando que o pré-processamento influencia na identificacdo das distancias
significativas de similaridades e dissimilaridades. O tratamento dos dados espectrais
€ importante, assim como o seu fluxo de trabalho, pois garante a retirada de
artefatos, ruidos ou qualquer outro elemento que possa prejudicar a analise. Nesta
dissertacdo, o método desenvolvido forneceu o0s espectros de acordo com o
esperado para a construcdo das analises multivariadas de maneira eficiente, assim
como sugere Segundo Baker et al. (2014). Neste sentido, foi possivel gerar dados
espectrais com a resolugdo necessaria, permitindo que a HCA fosse capaz de extrair
0 maximo de informagdes durante o processamento das distancias.

Santos et al. (2012) ao conduzir analises de agrupamento utilizou as quatro
componentes a fim de representar 99% dos dados reduzidos. Na metodologia
desenvolvida nesta dissertacdo, a formacdo de agrupamentos por meio da PCA
dependeu apenas da PC1 e PC2, assim como a obtencdo dos clusters através da
HCA. Além disso, embora a HCA possa ser construida em funcédo da saida de dados
da PCA no programa Orange Data Mining, o desenvolvimento do tratamento
espectral adequada permitiu a constru¢cdo do dendrograma e de agrupamentos

satisfatorios independentes dos escores gerados pelas componentes.
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Sousa et al. (2006) utilizou HCA na classificagdo de amostras de agua de
coco processada (ACP) e agua de coco natural (ACN), considerando teores de Ca,
Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Al, Se, Cd e Pb. Para tanto, foi gerado um dendrograma que
formou agrupamentos incluindo as amostras analisados em clusters de ACP e ACN.
Neste estudo, a HCA cumpriu sua funcéo distintiva com éxito e separou as amostras
de acordo com o tipo de processamento. O dendrograma desenvolvido para
diferenciacdo entre os tratamentos PFA, padrédo e secagem (Figura 41) esta de
acordo com o obtido por Sousa et al. (2006) e demonstra como as amostras
submetidas ao mesmo tratamento podem estar relacionadas e que as mesmas
também podem apresentam dissimilaridades formando subgrupos.

Além disso, Sousa et al. (2006) identificou um outgroup interpretado como um
conjunto de amostras com baixa similaridade e de composicédo quimica diferenciada
em relagéo aos outros dois clusters produzidos. O outgroup observado por meio da
HCA conduzida nesta dissertagao foi o referente ao tratamento com PFA, o qual
também parece estar mais relacionado com a variancia identificada pelos escores
gerados através da PCA, afastando-se mais dos tratamentos de secagem e o
padrdo (Figura 39A e 39B). Sendo assim, Sousa et al. (2006) também utiliza da
identificacdo de um outgroup para constatar quais amostras se afastam mais do
conjunto de dados.

HCA também é amplamente utilizada para avaliar a associacdo multivariada
entre componentes bioativos, bioatividade de alimentos, bebidas e seus extratos. E
0 caso dos trabalhos de Kaskoniene et al. (2014), Sanchez-Salcedo et al. (2016) e
Fan and Beta (2017), nos quais parametros como conteudo fendlico total, atividade
antioxidante e o conteudo de acidos fendlicos foram utilizados para classificar
amostras de chas e vegetais juntamente com analise por PCA. Nestes trabalhos,
utilizando o algoritmo Ward, identifica-se a formacdo de dendrogramas semelhantes
ao construido nesta dissertacdo, também é possivel observar que a analise de
cluster é eficiente para o estudo distintivo de matrizes complexas como produtos
acabados.

Usualmente, na identificacdo de micro-organismos séo utilizadas duas ou
mais ferramentas multivariadas, por conta disso, sdo escassos trabalhos
empregando apenas a HCA. Em linhas gerais, estas ferramentas podem ser a
Andlise de componentes Principais (PCA), Analise Hierarquica de Cluster (HCA),

Andlise Discriminante Linear (LDA), Analise Discriminante por Minimos Quadrados
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Parciais (PLS-DA), Maquinas de Vetores Suporte (SVM), Algoritmo de Projecdes
Sucessivas (SPA), Andlise Discriminante Quadratica (QDA), Algoritmo Genético
(GA), Rede Neural Artificial (ANN), entre outras e, normalmente ndo sédo conduzidas
isoladamente (COSTA et al.,, 2016; MARIEY et al., 2001). A escolha do método
quimiométrico a ser empregado varia de acordo com o objetivo da andlise, nesta
dissertagcdo a utilizagdo da PCA e HCA se deu devido a sua versatilidade,
reprodutibilidade, confiabilidade nivel de compreensdo e por serem referéncias no
que tange a identificacdo e caracterizacdo de micro-organismos ou matrizes
complexas por FT-IR.

Tanto a PCA como a HCA tradicionalmente sdo andlises multivariadas
desenvolvidas através da construgcdo de algoritmos utilizando linguagens de
programacdo como Python, R ou C++. Nesta dissertacdo, as analises foram
realizadas utilizando o programa Orange Data Mining, o qual ndo depende
diretamente da delineacdo de algoritmos especificos e oferece uma série de
ferramentas de visualizacdo, mineracdo de dados e aprendizado de maquina
(ALENCAR, BARROSO; ABREU, 2013). Desta forma, a metodologia desenvolvida
também tem como vantagem a facilidade de ser reproduzida por qualquer
profissional interessado em realizar a mineracado de dados, independentemente do
seu nivel de conhecimento sobre programacdo. Reforca-se assim, mais um critério
decisdo na escolha da metodologia adotada para identificacdo de diferentes
tratamentos, bem como a possibilidade de classificar micro-organismos utilizando
programa simples e coerente.

Os espectros referentes para cada tratamento também foram explorados por
meio do algoritmo Freeviz, capaz de otimizar uma projecéo linear e exibir os dados
projetados em um grafico de dispersdo. A vantagem de utilizar esta ferramenta,
assim como sugere Demsar, Leban e Zupan (2007), é devido a possibilidade da
analise de um conjunto de dados em fungdo de inUmeras variaveis. Neste sentido,
os autovalores gerados na PCA podem ser expressos em um gréafico representando
98% das informagfes reduzidas e explorar a influéncia de cada variavel na
disposicéo das amostras de cada tratamento. Os pontos amostrais de mesma classe
sao dispostos de maneira mais proxima, enquanto os de classes distintas podem ser
projetados em lados opostos ou de maneira mais afastada e a sua disposicdo sera

influenciada pelo carregamento das componentes.
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O grafico gerado pela ferramenta Freeviz (Figura 45) evidencia a tendéncia
dos pontos amostrais se aproximarem das componentes que estdo mais
relacionadas, no qual o tratamento PFA apresenta altos valores associados ao PC1
dispbe-se ao longo deste eixo, enquanto os tratamentos de secagem e o padrdo
estdo alocados ao redor das PC2, PC3 e PC4. Observa-se entdo, a correspondéncia
da visualizacdo gerada pelo algoritmo Freeviz com o scatter plot (Figura 42) obtido a
partir da PCA. Cada componente corresponde a uma variavel, PC1 apresenta valor
igual a 0,851 em relacdo a sua variancia acumulada, enquanto PC2, PC3 e PC4
correspondem, respectivamente a 0,061, 0,057 e 0,014 e os pontos amostrais aos
tratamentos.

Os eixos das componentes estdo de acordo com a sua importancia para
definir as classes, ou seja, quanto maior um eixo, maior sua importancia para definir
uma classe. Por conta disso, 0 eixo PC1 apresenta maior extensao. Constata-se
entdo que PC1 possui a maior contribuicdo para delimitagdo dos agrupamentos e o
tratamento PFA é a classe mais relacionada a esta componente. Estes dados séo
semelhantes ao que € visto na PCA e na HCA, uma vez que ha a separacao entre
classes divergentes com agrupamentos entre classes similares, bem como é

possivel identificar a maior relagéo do tratamento PFA com a PC1.

Figura 45 - Gréfico gerado a partir do algoritmo Freeviz; os eixos dos componentes principais foram
dispostos ortogonalmente e as dimens@es dos eixos foram proporcionais a contribuicdo de cada
componente PC1 (0,851); PC2 (0,061); PC3 (0,057) e; PC4 (0,014)
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Fonte: A Autora (2022).

Demsar, Leban e Zupan (2007) resgataram dados de medicina clinica e
veterinaria, disponiveis no repositério de aprendizado de maquina UCI, com o

objetivo de construir estudos de casos que ilustrassem a aplicabilidade do Freeviz
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como ferramenta para construir analises exploratérias e mineracdo de dados
supervisionada. Independente das variaveis utilizadas, observou-se a forte influéncia
destas na formacdo de grupos entre pontos amostrais semelhantes e na
identificacdo de correlagdes. Constatou-se entdo, que o grafico gerado pela Freeviz
nesta dissertacdo estd adequado ao que se espera da ferramenta segundo a
literatura. Por outro lado, a abordagem aqui apresentada distingue-se dos estudos
de caso da literatura pois foi utilizada a saida de dados da PCA, tendo como
vantagem a maior representacdo dos dados originas, aperfeicoamento da
visualizacdo dos dados no gréfico.

Diferente metodologia por HCA desenvolvida nesta dissertacdo, o algoritmo
Freeviz consegue formar grupos com constituintes similares em funcao das variaveis
analisadas. Neste sentido, através do Freeviz é possivel enxergar padrdes e
entender o quanto um conjunto de dados se relaciona com cada variavel de acordo
com a sua disposicdo e pela extensdo do eixo da varidvel. Ainda que nao seja
possivel formar subgrupos tal qual na analise de cluster, ao observar o gréafico é
possivel inferir a existéncia de alguns pontos amostrais mais relacionados com
determinadas varidveis do que outras e identificar quais variaveis influenciam mais
na separacao dos grupos. No grafico obtido por meio da Freeviz o PC1 apresenta
maior influéncia (Figura 45), de acordo com o esperado ao enxergar os padrbes no
scatter plot anterior (Figura 42). Sendo assim, a partir do tratamento espectral e
exclusdo das regides espectrais com alta variabilidade foi possivel obter
agrupamentos distintos correspondentes ao tratamento empregado nas amostras.

Tal ferramenta desenvolvida nesta dissertacdo, pode ser tornar objeto de
interesse para analise FT-IR de matrizes complexas como produtos naturais,
alimentos, cosméticos, farmacos e dispositivos biomédicos, podendo serem
analisados pela tecnologia combinada a PCA, HCA e Freeviz. Para testar esta
hipotese foram realizados ensaios preliminares em substitutos temporarios de pele
contendo agarose e extratos de Anthurium affine em trés diferentes niveis de
concentracdo (0, 25, 50 e 100 mg.mL?), onde observou-se que a tecnologia
desenvolvida foi capaz de delimitar dois grupos. O primeiro agrupamento constituido
dos dispositivos sem extrato, com menor nivel de concentracdo e um segundo grupo
com concentracGes de 50 e 100 mg.mL* (Apéndice 1). Os experimentos utilizando
filmes com diferentes concentracfes de extratos de Anthurium affine demonstram

gue a metodologia descrita nesta dissertacdo € capaz de separar amostras com
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concentragdes variadas, identificando dissimilaridades e similaridades significativas
entre 0s grupos.

Viapiana et al. (2016) utilizou PCA e HCA com o objetivo de associar a
relacdo entre a composicdo fendlica e atividade antioxidante, mediada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), atividade sequestrante do radical
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e redutor/antioxidante férrico (FRAP) de amostras
de camomila (Matricaria chamomilla L.) comercializadas como chas terapéuticos. O
potencial para classificar as amostras comerciais com base na assinatura quimica do
HPLC néo foi identificado por estes autores, uma vez que nenhuma diferenciacéo
entre as amostras foi identificada. O pré-tratamento adotado nesta dissertacao
possivelmente destaca-se em relacdo ao método conduzido por Viapiana et al.
(2016) na obtencdo dos agrupamentos de acordo com o observado na literatura,
pois 0s pré-tratamentos dos cromatogramas para a realizacdo do PCA e HCA se deu
unicamente através de ajustes de alinhamento.

Neste contexto, a mineracdo de dados por métodos quimiométricos depende
da qualidade dos dados de entrada. Os trés dendrogramas obtidos nos testes com
diferentes faixas orientadas pelos valores de desvio padrao, também reforcam a
relevancia da selecdo de dados na construcdo de agrupamentos congruentes
(Apéndice 1). Embora a obtencédo dos dados espectrais realiza por Viapiana et al.
(2016) nao tenha sido por meio de FT-IR, Nayik e Nanda (2016) também constatam

o potencial distintivo da PCA e HCA em analises de mesma natureza.
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6 CONCLUSOES

O calor seco inativou o material biolégico estudado e pode ser aplicado
para caracterizar amostras de micro-organismos utilizando espectroscopia
vibracional no infravermelho com transformada de Fourier (FT- IR) acoplado a
andlises multivariadas.

Os perfis espectrais obtidos pela secagem evidenciaram novos maximos
provavelmente resultantes da retirada de agua quando comparados aos perfis do
material fresco e, de maneira geral, o0s maximos de absor¢cdo apresentados pelo
tratamento com PFA foram mais divergentes que os demais tratamentos quando
observadas nas regides estudadas.

A escolhas das regifes dos espectros foi importante para a andlise, sendo
os valores de desvio padrdo critério relevante para delimitagfes destas regides. A
definicdo dos pré-processamento de dados também se mostrou relevante para a

formacéo dos agrupamentos.
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APENDICE A — APLICACAO DA ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
NA DETERMINACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE FILMES
DE ANTHURIUM AFFINE

Para testar a capacidade de agrupamento de tratamentos semelhantes em
matrizes complexas foram realizados testes computacionais com dados
provenientes do Laboratério de Biomateriais Naturais DEBM.

Realizou-se leituras espectroscopicas no infravermelho com filmes contendo
zero, 25, 50 e 100 mg de extrato de A affine.mL?, cada qual apresentando trés
repeticdes e um grafico com os desvios padrées médios foi gerado (llustracédo 1). O
pré-tratamento espectral foi idéntico ao desenvolvido nesta dissertacdo (llustracédo
2), o qual foi necessario para a construcdo das analises multivariadas por PCA, HCA
(llustracdo 3) e Freeviz (llustracdo 4). A utilizacdo do método descrito nesta
dissertagao permitiu identificar dois agrupamentos (llustragéo 4), o primeiro referente
as amostras de baixa concentracdo e o segundo as amostras de alta concentracao.
Observou-se que as identificacfes das regibes anbmalas por meio de desvio-padréo
foram essenciais para obtencao destes dados.
llustracdo 1 Regido excluida devido ao seu desvio padrao (preta) acima de 10 em amostras de filmes contendo
zero, 25, 50 e 100 mg de extrato de A affine/mL.
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0.00
3,600.00 2,600.00 1,600.00 600.00

Numero de onda
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llustracéo 2 Pré-processamento espectral evidenciando as etapas do cut-off da regido 10 do desvio padrédo de
filmes contendo zero, 25, 50 e 100 mg de extrato de A affine/mL. A) Dados espectrais inseridos no pré-
processamento B) Regides excluidas a partir da avaliagdo dos valores identificados no desvio-padrao.
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llustracéio 3 Scatter plot obtido a partir dos escores das componentes PC1 (0,808) e PC2 (0,150)
gerados pela PCA.
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llustracé@o 4 Dendrograma obtido a partir da HCA utilizando como ponte do corte a regido acima de 10
identificada através do desvio-padrédo. de filmes contendo zero, 25, 50 e 100 mg de extrato de A affine/mL.
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llustracéo 5 Gréfico gerado a partir do aplicativo Freeviz; os eixos dos componentes principais foram dispostos
ortogonalmente e as dimeng6es dos eixos foram proporcionais a contribuicdo de cada componente (PC1 0,808)
(PC2 0,150) (PC3 0,023) (PC4 0,013)
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Para testar a influéncia da analise do desvio padrdo na formacgéo dos clusters,
outros dois pontos de exclusdo de acordo com o grafico médio de desvio padrdo
foram investigados. O primeiro ponto de exclusao foi a regido espectral com valores
acima de 7,5 de desvio padrao (llustracédo 6), no qual foi obtido um dendrograma
com formacdo de agrupamentos arbitrarios sem a separacdo dos grupos que
apresentaram concentracdes similares. O segundo ponto de exclusdo foi a regido
espectral com valores superior a 5 de desvio padrédo, novamente ao realizar a HCA,
obteve-se um dendrograma onda as clusters observados ndo compartilhavam
semelhancas em relagéo a sua concentracdo. E por fim, também foi realizada a HCA
nos dados espectrais sem retirada de regides andmalas indicadas pelos gréaficos do

desvio padrédo. Neste ultimo, também n&o houve a formacado de clusters de acordo
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com o que foi esperado.

Uma vez que foi possivel construir grupos entre amostras de baixa
concentragéo e alta concentracdo de filmes contendo extrato de A affine/mL, estes
resultados sugerem que possivelmente as regides com ponto de corte acima de 10
em relacdo ao desvio padrao, conferem os melhores resultados para a construcéo
de clusters quando comparados aos pontos de corte acima de 7,5, 5 e nenhum
ponto de corte. Sendo assim, identifica-se o possivel potencial do método
desenvolvido nesta dissertacdo para o controle de qualidade em substitutos de peles
temporarios, ainda que o modelo inicialmente tenha sido elaborado para leveduras.

llustracéo 6 Regido excluida com desvio padréo (preta) acima de 7,5 referente aos filmes contendo zero, 25, 50
e 100 mg de extrato de A affine/mL.
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llustracdo 7 Regido excluida com desvio padrao (preta) acima de 5 referente aos filmes contendo zero, 25, 50 e 100 mg de
extrato de A affine/mL.
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llustracdo 8 Dendograma obtido a partir da HCA utilizando como ponte do corte a regido acima de 7,5
identificada através do desvio-padréo de filmes contendo zero, 25, 50 e 100 mg de extrato de A affine/mL.
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llustracéo 9 Dendrograma obtido a partir da HCA utilizando como ponte do corte a regido acima de 5 identificada

através do desvio-padréo de filmes contendo zero, 25, 50 e 100 mg de extrato de A affine/mL.
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llustracéo 10 Dendograma obtido a partir da HCA sem a exclusdo de nenhuma regiéo espectral de filmes
contendo zero, 25, 50 e 100 mg de extrato de A affine/mL.
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