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Resumo

Neste trabalho caraterizou-se a presenca de comunidades microbianas, envolvidas
em processos fermentativos, usando amostras arqueologicas.

Foram selecionados dois tipos de materiais: fragmentos de anforas, amplamente
utilizadas para o transporte, transformacdo e armazenamento de produtos alimentares no
Império Romano e residuos de garum, um dos condimentos mais utilizado e amplamente
produzido no Império Romano.

Através de métodos de cultura, foi possivel isolar diversos microrganismos. Os
métodos moleculares permitiram detetar a presenca de microrganismos. A analise de DNA
metagendmico acoplado a SNG permitiu identificar a presenca de comunidades microbianas,
possibilitando a atribuicdo de alguns processos fermentativos a estes artefactos
arqueologicos.

Os resultados obtidos demonstraram a presenca de microrganismos compativeis com
fermentacdes laticas e fermentacdes alcodlicas. As anforas de onde sdo provenientes as pecas
ceramicas estudadas possivelmente armazenaram, produziram ou transportaram vinho.
Relativamente aos residuos de garum os resultados revelaram que este é produzido com

peixe, muito provavelmente fermentado por bactérias laticas.

Palavras-chave: Amostras arqueoldgicas, anforas, garum, comunidades microbianas,

métodos dependentes, SNG.






Abstract

Title: Study of microbial communities present in archaeological samples.

In this study it was characterized the presence of microbial communities involved in
fermentative processes in archaeological samples.

Two types of materials were selected: fragments of amphorae, which were widely
used for transporting, processing and storage of food products in the Roman Empire and
garum residues, one of the most used and produced condiments in the Roman Empire.

It was possible to isolate various microorganisms using culture-based methods. The
application of molecular approaches allowed to detect the presence of microorganisms. The
analysis of the metagenomic DNA coupled to NGS allowed to identify the presence of
microbial communities that made possible to associate these archaeological artefacts to
fermentative processes.

The results showed the presence of microorganisms compatible with lactic and
alcoholic fermentations. The amphorae from which the studied ceramic pieces were
collected were probably used for storage, production or transport of wine. The results
obtained from the garum analysis revealed that this condiment was produced from fish,

probably fermented by lactic bacteria.

Keywords: Archaeological samples, amphoras, garum, microbial communities,
dependent methods, NGS.
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Problematica

As anforas, artefactos de cerdmica amplamente utilizados em toda a regido do
Mediterrdaneo para 0 transporte ou armazenamento de produtos, sdo particularmente
conhecidas devido a sua utilizacdo para produzir/armazenar vinho, azeite, cerveja,
especiarias, produtos fermentados, bem como Véarios outros produtos liquidos ou
semiliquidos. Estas pecas ceramicas tém sido reconhecidas como importantes fontes de
informacao sobre as rotas comerciais e alimentacdo dos nossos antepassados. Em algumas
situacdes, as anforas encontradas em escavagdes arqueoldgicas possuem residuos do seu
contelido, sendo assim possivel correlacionar a sua utilizacdo. No entanto, a grande maioria
das anforas sdo encontradas completamente vazias, e esta falta de evidéncias mantem a
incerteza sobre a sua utilizacdo e funcdo, o que leva a uma pesquisa sobre o uso destas
anforas na producao/transporte de vinho, cerveja, azeite, garum e outros alimentos, sendo
pertinente clarificar a utilidade destes objetos pelos nossos antepassados. O garum € um
alimento fermentado, um preparado de peixe, que estava entre os condimentos mais
utilizados e amplamente produzidos e distribuidos em todo o antigo Império Romano. A
conserva por salga de peixe e a producdo de garum constituiram uma das industrias mais
ativas do Portugal Romano, particularmente nos estuarios do Sado e Tejo, Sines e na costa
algarvia (Silva, et al., 2006).

A evidéncia da presenca de microrganismos nas camadas mais internas dos materiais
ceramicos arqueoldgicos utilizados no armazenamento dos alimentos, ou em residuos
alimentares, pode constituir um indicador importante da utilizacdo de processos
fermentativos, nomeadamente associados a producdo de vinho, cerveja e garum,
contribuindo para um conhecimento na reconstrucdo da dieta antiga e das técnicas de

conservacao de alimentos. Este trabalho pretende dar um contributo neste sentido.






Objetivos do trabalho

1.1 Gerais

Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de metodologias para
a detecdo de microrganismos presentes em amostras arqueologicas, através da caracterizacdo
e identificacdo das comunidades microbiol6gicas, bem como a pesquisa de microrganismos
potencialmente envolvidos em processos fermentativos, com o fim de contribuir para o

conhecimento das técnicas de conservacao de alimentos.

1.2 Especificos

> lsolar, caracterizar e identificar comunidades microbianas presentes em amostras
arqueoldgicas, através de técnicas dependentes de cultura;

» Otimizar metodologias para extracdo de DNA ancestral;

> Utilizar métodos independentes de cultura para a identificacdo de comunidades
microbianas;

> ldentificar e caracterizar as comunidades microbianas intervenientes em possiveis

processos de conservagdo/transformacao de alimentos.

Estrategia

A concretizacdo dos objetivos tracados para este trabalho obedeceu ao plano descrito

nesta seccao.



Diagrama metodolégico
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Amostras estudadas:
— Pecas ceramicas provenientes de anforas do periodo Romano, encontradas no Sul de
Portugal

— Amostras de garum (preparado piscicola) provenientes de Troia, Setubal, Sul de Portugal.

Metas:
— Otimizacéo de metodologias de extracdo de DNA de ceramicas arqueologicas e de residuos

de garum;

— Pesquisa de microrganismos que possam estar envolvidos em processos de

conservacao/transformacéo de alimentos.

Metodologias utilizadas:

— Recolha de amostras (a diferentes profundidades) das pecas de ceramicas;
— Isolamento de microrganismos;

— Caraterizacdo dos microrganismos isolados por microscopia;

— Crescimento de bactérias lacticas com diferentes concentragdes de NaCl;
— Extracdo de DNA utilizando vérias metodologias;

— Amplificacdo de DNA por PCR;

— Andlise produtos de PCR em gel de agarose;

— SNG das amostras arqueoldgicas






Capitulo 1

Reviséo bibliografica






Revisao bibliografica
1.1 O patrimonio arqueologico

A identificacdo e detecdo rapida de fragmentos DNA tornou-se possivel gracas aos
avancos dos ultimos anos no campo da biologia molecular. Estas analises moleculares
aplicadas a artefactos arqueoldgicos podem fornecer informagdes e gerar novos
conhecimentos sem precedentes sobre 0s nossos antepassados (Hansson, et al., 2008). O que
permitira que novas questdes cientificas se cologuem em relacdo a evolugédo das espécies,
praticas agricolas, reconstrucdo da dieta, redes de contactos antigos de comércio e das
economias de civilizagdes dos nossos antepassados. Os métodos para o isolamento e
amplificagdo de fragmentos de DNA antigos tornaram-se ferramentas cada vez mais
importantes para os cientistas pois permitirdo responder a esta vasta série de questdes (Foley,
et al., 2012, Hansson, et al., 2008).

Neste estudo usamos também analises moleculares para demonstrar a capacidade e a
utilidade dos métodos de DNA modernos na pesquisa de microrganismos nas camadas mais
internas dos materiais ceramicos arqueoldgicos utilizados no armazenamento dos alimentos,
ou em residuos alimentares, pois estes podem constituir um indicador importante da
utilizacdo de processos fermentativos, nomeadamente associados a produgdo do vinho,
cerveja ou garum.

Os sitios arqueoldgicos sdo locais de investigacao arqueoldgica onde estdo preservados
testemunhos e evidéncias de atividade humana do passado historico. Os vestigios do passado
s80 pecas essenciais para 0 conhecimento da vida do Homem ao longo dos tempos. O
patriménio arqueoldgico redine um conjunto de locais em que habitaram as populac@es pré-
historicas, bem como toda e qualquer evidéncia das atividades culturais destes grupos e
também os seus proprios restos mortais. O Patrimoénio Arqueoldgico é composto ndo s6 por
bens materiais, mas também pelas informacGes deles dedutiveis a partir, por exemplo, da sua
prépria disposicdo local, das formas adotadas para ocupacdo do espaco e dos contextos
ecologicos selecionados (Veloso, et al., 2007).

Os artefactos mais comumente encontrados em sitios arqueoldgicos do periodo Romano
sdo fragmentos de ceramica, provenientes de anforas ou de outros objetos do quotidiano. O
estudo das anforas apresenta um lugar destaque na pesquisa de ceramicas romanas pois estas
eram recipientes utilizados para 0 armazenamento e transporte de liquidos (vinho, azeite),
bem como outros produtos alimentares (molho de peixes, garum). As anforas podem
proporcionar um maior conhecimento sobre as relagdes socioeconémicas, uma vez que

foram principalmente utilizados para o transporte de produtos alimentares. Dada a sua vasta
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utilizacdo como recipientes de transporte, as anforas sdo hoje legitimamente consideradas
como documentos historicos importantes, representando a evidéncia mais tangivel de
comeércio antigo que permanece até a atualidade (Dias, et al., 2010).

Na Peninsula de Troia encontra-se um dos mais importantes sitios arqueoldgicos
romanos conhecidos em Portugal, declarado como Monumento Nacional desde 1910 (Silva,
et al.,, 2006). A figura 1 apresenta uma visdo geral do nucleo industrial deste sitio
arqueolodgico de Troia. Construido no fim do império A.C., ao longo do Estuario do Sado,
em frente da cidade portuaria de Settbal com cerca 2 km de extensdo, manteve-se ativo até
ao século 111 D.C. (Monteiro, et al., 2006).

-i} g 2

0 de Troia. (Retirado de (Silva, et

Figura 1 - Visédo geral do nucleo industrial do sitio arqueolégic
al., 2006))

Este sitio arqueoldgico dispde de uma grande complexidade de industrias de salga de
peixe, casas, cemitérios e um templo religioso. Este € considerado um dos maiores
complexos de conservacao de peixe e atividades comerciais do Império Romano Ocidental,
sendo o seu principal proposito o processamento industrial de produtos com proveniéncia
maritima. A inddstria de conservacdo e transformacdo de peixe alcangou grande atividade
até meados do sec. 11 D.C (Silva, et al., 2006, Silveira, et al., 2011).
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Estas industrias eram constituidas por fabricas compostas por conjuntos organizados de

reservatorios de salga de peixe (Figura 2).

Os peixes eram lavados e preparados para salgar, depois eram-lhe misturadas ervas e
especiarias juntamente com as visceras de peixe e submetidos a processo de maceracao e
fermentac&o para obter molhos. O produto mais famoso, produzido nestas inddstrias eram
os molhos a base de peixe, como o garum. Estes produtos finais eram armazenados em
anforas e eram exportados para varias partes do mundo romano (Nabais, 2008, Silva, et al.,
2006).

1.2 Preservacdo de alimentos: A importéancia dos
microrganismos

Os alimentos contém diversos nutrientes organicos e agua, podendo ser alterados por
microrganismos ou sofrer reagdes enzimaticas de deterioracdo. Existe por isso necessidade
de desenvolver de processos de preservacdo. Os agentes que podem deteriorar ou alterar os
alimentos podem ser agentes bioldgicos, fisicos e quimicos. Os agentes fisicos sdo processos
mecanicos, temperatura e desidratacdo. Dentro dos agentes quimicos existe a reacdo de
Maillard que leva ao rango lipidico e oxidagdo de vitaminas, entre outros. Existem ainda os
agentes bioldgicos como a presenca de alguns microrganismos ou enzimas (Leistner, 2000,
Torres, et al., 2016).

Vérios métodos de preservacdo de alimentos foram utilizados ao longo dos tempos,
muitos deles aproveitando circunstancias naturais. Os métodos mais comuns de preservacao
de alimentos incluem salga, cura, fumagem, marinagéo, congelacgéo, refrigeracdo, secagem
e tratamento térmico (Axelsson, et al., 2000, Berk, 2013, Torres, et al., 2016).
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A conservacdo de alimentos remonta a tempos muito antigos (Figura 3), sendo o sal,
gelo e as temperaturas baixas os métodos mais utilizados para conservar os alimentos
(Blandino, et al., 2003, Soomro, et al., 2002). No antigo Egito, por exemplo, utilizavam
liquidos como 6leo e derivados de vinagre aumentar a vida Util dos produtos alimentares.
Para além disso, a salga e a defumacdo era também utilizadas por ele como técnicas de

preservacao de alimentos (Torres, et al., 2016).

& A - 4 ot '
Figura 3 - llustragéo da apanha da uva e transformagéo em vinho (retirado de

www.ancient-origins.net)

Os microrganismos sao essenciais na producéo e conservacgdo de alimentos, sendo
responsaveis por processos onde sao produzidos metabolitos especificos, como &cidos,
alcoois, enzimas, antibioticos, hidratos de carbono. Os principais microrganismos
envolvidos nos processos de fermentacdo incluem bactérias laticas (LAB), alguns fungos
filamentosos e leveduras. Tendo estes microrganismos potencialidades para transformar e
conservar produtos alimentares. Os nossos antepassados, apesar de ndo conhecerem o papel
dos microrganismos reconheciam as caracteristicas conservantes e comecaram desde muito
cedo a consumir produtos alimentares submetidos a fermentacéo (Bevilacqua, et al., 2016).
Mais do que qualquer outra coisa, 0 homem, por tentativa e erro, desenvolveu métodos de
fermentacdo "controlada” para contrariar a "deterioracdo™ indesejada de alimentos de origem
vegetal e animal. Nessas abordagens empiricas, 0s microrganismos benéficos foram sendo
favorecidos por parametros de sele¢do, enquanto outros microrganismos nocivos foram
inibidos. Ap6s um primeiro desenvolvimento de bebidas fermentadas, como cerveja e vinho,

e também de produtos a base de leite fermentado (queijo, iogurte, etc.), os desenvolvimentos
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mais recentes destes processos incluiram também a fermentagéo da carne, peixe (no século
IX aC) e vegetais (século 111 BC) (Holzapfel, et al., 1995, Soomro, et al., 2002, Terefe,
2016).

1.2.1  Fermentacgéao

A fermentacdo € uma tecnologia que utiliza o crescimento e atividades metabolicas de
microrganismos para a preservagao e transformagédo alimentar. A fermentacéo de alimentos
surgiu originalmente como uma forma de preservar e transformar alimentos, durante este
processo a deterioracdo e 0 crescimento de microrganismos patogénicos € inibido pelos
metabolitos gerados pelos organismos de fermentacdo, ampliando assim a vida util dos
produtos alimentares (Caplice, et al., 1999, Giraffa, 2004, Terefe, 2016). Muitas vezes, este
efeito de preservacao esta relacionado com os proprios produtos finais da fermentacéo (&cido
latico, acido acético, etanol, etc.), a diminuicdo do pH, a producéo de antimicrobianos (como
bactericidas e antibidticos). A fermentacdo de alimentos é portanto responsavel pela inibicdo
de microrganismos patogénicos (Bevilacqua, et al., 2016).

Existem trés grandes grupos de microrganismos que estdo envolvidos em processos de

fermentacao de alimentos: bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Tamang, 2014).

As bactérias tém o papel fundamental na producdo de muitos alimentos fermentados.
Entre as bactérias, as Bactérias Acido-laticas (LAB) sdo amplamente encontradas em
alimentos fermentados. Os bacilos também estdo envolvidos na fermentacdo de alimentos
(Ghanbari, et al., 2013, Soomro, et al., 2002, Tamang, 2014).

As LAB sdo bactérias Gram-positivas, geralmente ndo mdveis, ndo esporuladas,
catalase-negativas, anaerdbias ou aerotolerantes, fastidiosas, tolerante a acido e produtoras
de &cido latico, como o maior ou Unico produto fermentativo do metabolismo (Teuber,
1993). Além do efeito de preservacdo destas bactérias, a sua presencga nos alimentos pode
levar a producdo de uma grande gama de metabolitos antimicrobianos como &cidos
organicos e bactericidas (Ghanbari, et al., 2013).

Os principais géneros de LAB isoladas de varios alimentos fermentados sdo
Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,

Streptococcus,  Tetragenococcus, Carnobacterium,  Vagococcus, Weissella e
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Alkalibacterium. Entre os géneros de LAB, o0 genero Lactobacillus é o mais dominante em
alimentos fermentados (Poffo, et al., 2011, Stiles, et al., 1997, Tamang, 2014).

Os Bacillus s@o bactéerias Gram-positivas, formadora de endosporos, tém forma de bastéo
e sdo catalase positivos. As espécies mais comuns de Bacillus sp. presentes em alimentos
fermentados sdo B. subtilis, B. natto, B. licheniformis, B. thuringiensis, B. coagulans e B.
megataerium (Beaumont, 2002, Juan, et al., 2010, Tamang, 2014).

Relativamente as leveduras, existem muitos géneros de leveduras detetados em
alimentos e bebidas fermentadas, nomeadamente, Brettanomyces, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Dekkera, Galactomyces, Geotrichum, Hansenula, Hanseniaspora,
Hyphopichia, Issatchenkia, Kazachstania, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia,
Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes, Saccharomycopsis,
Schizosaccharomyces,  Torulaspora,  Torulopsis,  Trichosporon, Yarrowia e
Zygosaccharomyces. As Leveduras que fermentam glucidos produzem metabolitos
secundarios, inibem a producdo de micotoxinas e possuem varias atividades enzimaticas
(James, et al., 2013, Kapsopoulou, et al., 2005, Sicard, et al., 2011, Tamang, 2014) .

Alguns generos de fungos filamentosos estdo também associados a alimentos e bebidas
fermentados como: Actinomucor, Amylomyces, Aspergillus, Monascus, Mucor, Neurospora,
Penicillium, Rhizopus e Ustilago. As propriedades funcionais dos fungos em alimentos
fermentados incluem principalmente a produgéo de enzimas, tais como maltase, invertase,
pectinase, a-amilase, -galactosidase, amiloglucosidase, celulase, hemicelulase, proteases e
lipases, e também incluem a degradacdo fatores antinutritivos (Couto, et al., 2006, Lin, et
al., 2006, Ng, et al., 2004, Tamang, 2014).

Durante a fermentacdo alcodlica, lactica ou acética, sdo produzidos produtos por
processos bioquimicos resultantes da acdo dos microrganismos (Figura 4).

Na fermentagcdo alcodlica as leveduras convertem glucidos em etanol, dioxido de
carbono e outros subprodutos metabolicos que contribuem para a composi¢do quimica e as
propriedades sensoriais dos alimentos fermentados resultantes (Buratti, et al., 2016). Em
condi¢cdes de anaerobiose, convertem o piruvato em acetaldeido por acdo do piruvato

descarbolixase. O &cido piravico é convertido depois em etanol e CO. em duas etapas.
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Primeiro o piruvato é descarboxilado, formando-se acetaldeido. O acetaldeido por acdo da
enzima alcool desidrogenase pode ser metabolizado a etanol.

Alguns alimentos produzidos por fermentagéo alcodlica séo, o vinho e a cerveja.

No vinho fermentacdo dos glucidos das uvas é realizada por véarias espécies de leveduras
que existem na pelicula das uvas, devido a sua maior tolerancia ao etanol (Kapsopoulou, et
al., 2005). As uvas esmagadas formam o mosto, que inicialmente é sujeito a remontagem
para provocar a arejamento e o crescimento das leveduras. Posteriormente, é deixado em
repouso, o que cria condicdes anaerdbias favoraveis a fermentacdo. O CO: liberta-se para a
atmosfera no decurso da fermentacéo, e a concentracédo de etanol, que é o produto desejado,
vai aumentando (van Maris, et al., 2006).

A cerveja é fabricada com malte (grdos de cevada germinados e secos), ou outros
materiais ricos em amido (como arroz, milho ou sorgo), lGpulo, dgua e leveduras. Antes de
se iniciar a fermentacdo provoca-se a sacarificacdo (producdo de gldcidos simples a partir
do amido) na mistura de cereais. Durante a fermentacdo, as leveduras convertem os glicidos
em etanol e CO, e pequenas quantidades de glicerol e &cido acético. O CO- é libertado e 0
alcool atinge uma concentracéo de cerca de 3,8% do volume (De Keukeleire, et al., 1992).
Apbs a fermentacdo, a cerveja € geralmente armazenada durante alguns meses, durante o0s

quais ocorre a precipitacdo de leveduras, proteinas e outras substancias indesejaveis.

Na fermentacdo lactica o piruvato é diretamente reduzido a acido lactico pelo enzima
lactato desidrogenase na presenca de NADH. A fermentacdo homolactica produz grandes
quantidades de acido lactico. A fermentacdo heterolactica leva a producdo de outras
substancias, para além do &cido lactico, como CO-, etanol e &cido acético.

Alguns dos alimentos transformados por fermentacao lactica sdo o queijo e o iogurte.

Vaérios tipos de queijo sdo produzidos por fermentacdo levada a cabo por diferentes
espécies de bactérias, em culturas puras ou mistas. As bactérias produzem acido lactico e
outras substancias que contribuem para o aroma dos produtos fermentados. O aumento da
acidez provoca a coagulacdo das proteinas do leite, sendo este processo conhecido como
coagulacdo &cida. O iogurte pode ser produzido através de leite fermentado por algumas
bactérias, nomeadamente Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus. Este
método de preservacdo conserva quase todos os constituintes nutricionais do leite, com

excecdo da lactose, reduzida durante a fermentacéo.
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A fermentacdo acética é assim designada devido as caracteristicas do produto final
obtido, o &cido acético. O alimento mais conhecido transformado por fermentacdo acética é
0 vinagre. O vinagre € obtido a partir de materiais contendo glucidos redutores ou amido,
como sumos de fruta, vinho ou cereais. A sua producdo compreende duas etapas, a primeira
consiste na fermentacao dos glucidos que sao convertidos em etanol — processo anaerobio
realizado por leveduras. A segunda etapa consiste na oxidacdo do etanol a acido acético,

transformac&o aerobia realizada por bactérias acéticas (Wood, 2012).

2 acido
acético

Fermentacao
acética
2 ATP
2 etanol
2 NAD*
G CO:
L Fermentacio
" alcodlica 2 NADH
C =
- Acid
O Glicose > p'irgvi(éo
L
I Fermentacao
g lactica 2 NADH
E
2 NAD*
2 NADH 2 acido

lactico

Figura 4 - Fermentacéo lactica, alcodlica e acética (retirado de mundoeducacao.bol.uol.com).

1.3 Identificacdo de comunidades microbianas

Para detetar a presenca de microrganismos em artefactos arqueoldgicos, existem
diferentes possibilidades. As abordagens podem envolver duas estratégias diferentes:
métodos dependentes de cultura, que tém como base a cultura e isolamento de
microrganismos em meios microbioldgicos especificos e métodos independentes de cultura,
que se baseiam no estudo e caracterizacdo de &cidos nucleicos (Krakovd, et al., 2017,
Rosado, et al., 2014).
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As técnicas tradicionais de identificacdo de microrganismos séo baseadas na cultura
de microrganismos em meios nutritivos especificos. Esta abordagem permite uma
enumeracdo facil de células microbianas cultivaveis e € um método também usado para a
detecdo de alguns microrganismos especificos (Lee, et al., 2017). No entanto estas técnicas
sdo trabalhosas e demoradas (Villa, et al., 2009), e para além disso permitem apenas detetar
uma pequena percentagem das comunidades microbianas efetivamente presentes nas
amostras (Buermans, et al., 2014, Gonzélez, et al., 2005, Rosado, et al., 2014). Assim, nos
ultimos anos tem sido frequente a utilizacdo de andlises independentes de cultura para
caracterizacdo das comunidades microbioldgicas. Estas metodologias envolvem técnicas
moleculares como a extracdo e amplificacdo de DNA. A utilizacdo de DGGE (eletroforese
em gel de gradiente desnaturante) ou a SNG (sequenciacdo de nova geragdo) tem permitido
trabalhar com DNA metagendmico, possibilitando um alargamento enorme no entendimento
da dinamica das populac6es (Caldeira, et al., 2015). Os métodos independentes de cultura
representam uma ferramenta Gtil para detetar de forma confiavel e rapida uma diversidade
de comunidades microbianas complexas e tem a vantagem de identificar microrganismos
ndo cultivaveis. Para além disso permite ainda distinguir entre diferentes espécies com
caracteristicas fenotipicas semelhantes e também entre estirpes pertencentes a mesma
espécie (Carraro, et al., 2011). Em particular, a SNG é reconhecida como uma ferramenta
poderosa para a avaliagdo da diversidade das comunidades microbianas.

A SNG com pirosequenciacdo permitiu a sequenciacdo de alto rendimento e
revolucionou o estudo da diversidade microbiana. Esta metodologia foi aplicada
recentemente para identificar espécies de mamiferos, para estudar a diversidade microbiana
em solos, gua, intestino humano, (Nam, et al., 2011, Rosado, et al., 2014, Van Dijk, et al.,
2014) ou ainda a presenca de comunidades microbianas em contexto patrimonial (Rosado,
et al., 2014). E um método ndo-eletroforético em tempo real, de sequenciacio de sSDNA
baseado na detecdo de pirofosfato libertado durante a incorporacao de nucle6tidos na cadeia
de DNA (McGinnis, et al., 2016, Rosado, et al., 2014). Com a recentemente introducéo de
diferentes plataformas de sequenciacdo de nova geracdo, Roche 454, llumina, Life
Technologies, Helicos Biosciences e Pacific Biosciences SMRT, as comunidades
microbianas de uma amostra podem ser analisadas profundamente (Krakova, et al., 2017).
Esta metodologia envolve trés etapas comuns a todos os equipamentos de SNG disponiveis:

preparacdo da amostra, preparacdo de biblioteca e sequenciacéo (Lee, et al., 2017).
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Dete¢do de comunidades microbianas em materiais arqueolégicos utilizados para o
transporte/transformacgao de alimentos

2.1 Introducao

Desde tempos muito antigos é necessario o transporte de alimentos e bebidas a partir
dos centros de producdo para os locais de consumo. Para este efeito, foram frequentemente
utilizados vasos de ceramica, sendo nalgumas situacOes estes artefactos também utilizados

para a transformacao de produtos alimentares (lzzo, et al., 2013).

Figura 5 - Anfora (retirado de (Hansson, et al., 2008).

As anforas (Figura 5) representam o recipiente de cerdmica mais frequentemente
utilizado em toda a Antiguidade para o armazenamento de mercadorias, transporte de
liquidos (vinho, azeite), bem como outros produtos alimentares (produtos de molho de
peixes, garum), motivo pelo qual sdo considerados o material arqueolégico mais relevante
para o estudo dos nossos antepassados (Dias, et al., 2010, Vila Socias, et al., 2016). Os
fragmentos de ceramica séo os artefactos encontrados em maior abundancia em qualquer
sitio arqueoldgico do periodo Romano (Dias, et al., 2010). O interior de algumas anforas
contém vestigios que podem ser analisados por métodos quimicos, no entanto a informacéo

obtida é muitas vezes inconclusiva e quase sempre um pouco especulativa. Em raras
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situacBes as anforas escavadas de locais arqueoldgicos contém restos identificaveis. Para
além destes casos especiais, a grande maioria das anforas parecem estar completamente
vazias quando sdo recuperadas. Esta falta de evidéncia direta de contetudo das anforas leva a
uma discussdo continua sobre a producdo agricola antiga, a utilizagdo das anforas e
reutilizacdo, e a escala do comércio de vinho, azeite e outras mercadorias (Foley, et al.,
2012). Nos ultimos anos, para determinar o conteudo original de anforas antigas tém-se
desenvolvido algumas abordagens com métodos moleculares, sensiveis para extrair e
identificar o material genético contido em amostras de pecas de ceramica (Foley, et al.,
2012). As ultimas décadas, trouxeram grandes avangos em técnicas de biologia molecular e
a detecdo répida e identificacdo de fragmentos de DNA é agora possivel através de
amplificacdo de sequéncias de DNA presentes nas amostras analisadas. Os métodos para o
isolamento e amplificacdo de fragmentos de DNA antigos e presente em baixas concentracao
tornaram-se ferramentas cada vez mais importantes para 0s cientistas que tentam responder
a uma ampla gama de questBes sobre evolucdo das espécies, a producdo agricola, a
alimentacdo, entre outros (Hansson, et al., 2008). As anforas tém sido reconhecidas como
importantes fontes de informacéo de producéo agricola antiga, dieta, técnicas de conservagao
de alimentos e medicamentos, mas 0s seus conteldos exatos raramente sdo conhecidos
(Foley, et al., 2012).
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Amostragem

Para o isolamento de microrganismos presentes nas amostras de anforas, material
ceramico poroso que pode permitir a preservacdo de material biolégico e microrganismos
associados a sua utilizacdo, efetuou-se o acesso a diferentes profundidades do material de
forma a garantir menor nimero de microrganismos associados a contaminagdes.

Foram selecionadas as pecas cerdmicas (Figura 6) que permitiram a obtencdo de
camadas a profundidades diferentes para pesquisa de microrganismos.

Para os ensaios de isolamento microbiano recolheu-se de cada peca de ceramica
cinco amostras com um o auxilio de um nanodrill estéril, respeitantes a 5 camadas diferentes
(2cm x 1cm) com 1mm de profundidade.

Para a extracdo de DNA das pecas de ceramica foram utilizadas duas camadas

diferentes de cada peca de ceramica.

a)

Figura 6 - Exemplos de pegas ceramicas estudadas.
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2.2.2 lIsolamento de microrganismos

Para o isolamento de microrganismos nas amostras arqueoldgicas adaptou-se um
protocolo desenvolvido por Carvajal Barriga et al. 2013. Colocaram-se 10 mg das amostras
recolhidas (5 camadas de cada peca) em microtubos de 1,5 mL com 1 mL de MRD
(Maximum Recovery Diluent, Merck). Incubou-se os microtubos a 30°C durante 72 h. Ap6s
este periodo recolheram-se aliquotas de 50 pL e de 100 pL, de cada amostra, e procedeu-se
a sua inoculacédo por espalhamento em diferentes meios de cultura. Meio Yeast Production
a-Dextrose (YPD) suplementado com maltose e com tetraciclina (0,01 g/L), MEA (Malt
Extract Agar) e NA (Nutrient Agar). As placas foram incubadas a 30°C, monitorizando-se o
desenvolvimento de microrganismos durante um més. As diferentes coldnias desenvolvidas

foram repicadas e isoladas para posterior observacdo ao microscopio (James, et al., 2013).

2.2.3 Caracterizacao dos isolados microbiologicos

Para a identificacdo dos isolados efetuou-se a caracterizagdo morfoldgica, atraves da
observacdo macroscopica e microscopica das colonias. Para a visualizagdo das estruturas
reprodutoras dos fungos procedeu-se a sua observacdo atraves de preparacfes a fresco
utilizando o corante azul-de-metileno, sendo em seguida observadas ao microscépico 6tico
com a objetiva de 40x (Motic BA410E). As imagens foram adquiridas com a camara
MoticamPro 282B. Para observacao da estrutura das bactérias procedeu-se a coloracdo de
Gram e de seguida a sua observacdo microscopica com a objetiva de 100x, utilizando o

mesmo microscopico e cdmara referidos anteriormente.

2.2.4 Extracao de DNA

A extragdo de DNA das comunidades microbioldgicas presentes nas duas
profundidades de cada peca foi efetuada através do kit NucleoSpin (Macherey-Nagey,
740945). Pesou-se 0,1 g de amostra para um microtubo estéril de 2 mL e adicionou-se 550
ML de tampéo CF (pré-aquecido a 65°C) e misturou-se durante 15 s, de forma a promover a
lise celular. Em seguida, adicionou-se 10 pL de proteinase K, misturou-se durante 2-3 s e

incubou-se a 65°C durante 30 min. Apos este periodo de incubacéo, adicionou-se 5 pL de
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Rnase A (20 mg/ mL), homogeneizou-se e centrifugou-se durante 10 min a 10000 g.
Posteriormente transferiu-se o sobrenadante para um microtubo de 2 mL, adicionou-se 1
volume de tampdo C4 e um volume de etanol absoluto, e por fim misturou-se no vortex
durante 30 s. Aplicou-se 700 pL da mistura anterior numa coluna NucleoSpin com um tubo
de recolha, centrifugou-se 1 min a 11000 g e desprezou-se a fragdo eluida. O procedimento
anterior repetiu-se até carregar toda a amostra na coluna. De forma a proceder-se a lavagem
da coluna, aplicou-se 400 pL de tampdo CQW na coluna NucleoSpin, centrifugou-se 1 min
a 11000 g e desprezou-se a fracdo eluida, em seguida, aplicou-se 700 pL de tampao C5 na
coluna NucleoSpin, centrifugou-se 1 min a 11000 g e desprezou-se a fragdo eluida. Por fim
aplicou-se 200 pL de tampdo C5 na coluna NucleoSpin, centrifugou-se 2 min a 11000 g,
para remover completamente o tampdo C5 e desprezou-se a fracdo eluida (atencdo os
residuos de etanol do tampédo de lavagem C5 podem inibir reacbes enzimaticas). Para a
eluicdo do DNA colocou-se a coluna num microtubo estéril de 1,5 mL, aplicou-se, sobre a
membrana 100 pL de tampdo de eluicdo CE (pré-aquecido a 70°C) e incubou-se 5 min a
temperatura ambiente (22-25°C). Para finalizar o processo de extracdo centrifugou-se 1 min
a 11000 g com o objetivo de eluir o DNA. O conteudo genético extraido foi conservado a

4°C até posterior utilizagdo.

2.2.5 Quantificacdo de DNA

O DNA extraido foi quantificado por espetrometria de absor¢do molecular num
equipamento Thermo Scientific uDrop Plate MultiScan Go acoplado a um software SkanTY
RE for MultiScan 3.2. Para tal aplicou-se 2 puL de cada amostra de DNA no uDrop Plate
MultiScan Go, efetuando-se um branco com tampdo TE. Foram efetuadas as leituras de
absorvancia aos comprimentos de onda 230, 260 e 280 nm. No calculo da concentracao de
DNA usou-se a expressao:

[DNA] (ng/mL) = Absz60nm x 50 pg/mL/cm x (10/0,51) cm,

Sendo 50 pg/mL/cm o inverso do coeficiente de absortividade molar para DNA de

. 10 - Lon ;. .
cadeia dupla e 5o; Cm o inverso do percurso 6tico caracteristico do equipamento.
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2.2.6 Amplificagcdo de DNA por Reacédo de Polimerase em
Cadeia.

A amplificacio do DNA metagenomico, foi efetuada por PCR, com o0s seguintes

primers:

Tabela 1 - Primers utilizados para amplificacdo do DNA extraido.

Primer Sequéncia 5°-3’
NS1 5’-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’
Fungos GCfung 5’CGCCCGCCGCGCLCCearareeaarecaeeae
CCCCGCCCCATTCCCCGTTACCCGTTG-3”

518F 5’- CGCCCGCCGCGCGGGGGGEGE 32
785R 5’- CTACCAGGGTATCTAATCC 3°

Bactérias

As reacOes de PCR foram efetuada num volume final de 25 pL contendo cada amostras
19,8 uL de agua RNase Free, 2,5 uLL de tampdo 10x Dream Taq Buffer com MgCl> 20 mM,
0,5 uL de dNTPs 10 mM, 1 uL de primer , 0,2 uL de Taq DNA polimerase 500 U e 1 puL do
DNA extraido das amostras. Juntamente com estas amostras, foi também utilizado um
branco, que funcionou como controlo.

A amplificacdo por PCR, realizada num termociclador MJ Mini Bio-Rad iniciou-se com
um passo de desnaturacdo de 5 min a 94°C, ao qual se seguem 40 ciclos constituidos por:
desnaturacdo de 1 min a 94°C, emparelhamento de 1 min a 50°C, e extensdo de 2 min a
72°C. Por ultimo, fez-se uma extensdo final de 6 min a 72°C. Os fragmentos resultantes da

amplificacdo foram guardados a 4°C, até posterior analise por eletroforese em gel de agarose.

2.2.7 Analise de DNA por eletroforese em gel de agarose

Para a realizacédo da eletroforese, procedeu-se a realizacdo do gel de agarose 1% onde se
adicionou o corante Green Safe. Preparou-se as amostras e o marcador de DNA 100 bp Plus
(0,5 mg.mL™) com o corante Loading buffe. As amostras foram aplicadas nos pocos do gel

com uma micropipeta e procedeu-se a separacao eletroforética aplicando uma diferenca de
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potencial de 90 V, até o corante percorrer = % do gel (= 2-3 h). Por fim as bandas foram

reveladas num transiluminador UV (Bio-Rad).

2.2.8 Sequenciacao de Nova Geracao

2.2.8.1 Extracdo de DNA

O DNA das amostras de garum foi extraido com o kit QlAamp® DNA Stool Mini
(Qiagen, Hilden, Alemanha). As amostras foram incubadas em tampé&o do Kit durante 30
min a 37°C e 10 min a 95°C. Em seguida, foram adicionadas microesfereas de vidro as
suspensdes e submetidas a rompimento e homogeneizagdo usando o TissueLyser (Qiagen).

Os lisados foram centrifugados e purificados (Rosado, et al., 2014).

2.28.2  Amplificacdo e sequenciacdo do DNA

As comunidades bacterianas e fungicas foram sequenciadas por SNG usando a regido
hipervariavel V3-V4 do rRNA 16S e a regido ITS (Internal Transcribed Spacer I1). O DNA
de cada amostra foi utilizado como modelo para amplificacdo da regido V3V4 do rDNA 16S
para o estudo bacteriano, e da regido ITS2 para estudo de populacdo de fungos.

A regido V3V4 foi amplificada com os primers 5-ACTCCTACGGGAGGCAG-3 e
5-TACNVRRTHTHTATAATYC-3. A regido ITS2 foi amplificada com os primers
ITS2_F5-GCATCGATGAAGAACGC-3'e ITS2_R5-'CCTCC GCTTATTGATATGC-3'.

Cada primer contem um adaptador de sequenciacéo de titanio 454 Life Science (5'-
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3 ") e um sequenciador TAG com 8 nucle6tidos
que permite o agrupamento de amostras multiplas para sequenciacdo. Os iniciadores
inversos também contém um adaptador de sequenciacdo de titdnio 454 Life Science a
montante (5'- CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG -3").

Realizaram-se duas reacdes de PCR independentes para cada regido de cada amostra
com 1x Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech, Mountain View, CA, EUA), 1x Advantage
SA PCR Buffer, 0,2 uM de cada iniciador de PCR, 0.2 mM dNTPs (Bioron, Ludwigshafen
am Rhein, Alemanha), 5% de DMSO (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) e
2ul de DNA num volume total de 40 puL. Foram utilizados os seguintes programas de PCR:
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uma desnaturacdo inicial a 94°C durante 4 min, seguido de ciclos de desnaturagdo de 30x
(ITS2) / 40x (V3V4) a 94°C durante 30 s, emparelhamento a 44°C (V3V4) / 50°C (ITS2)
por 45 s e extensdo a 68°C por 60 s e passo de extensdo final a 68°C por 10 min.

Os produtos amplificados foram purificados com microesferas AMPure XP
(Agencourt, Beckman Coulter, EUA), seguidos de avaliacdo de qualidade de &cidos
nucleicos atraves de um gel de agarose 1,2% (p / v) e quantificagdo por fluorescéncia usando
0 kit de quantificacdo dsDNA PicoGreen (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,
Califérnia, EUA). Os amplicGes foram amplificados por PCR de emulséo e a biblioteca de
DNA resultante foi sequenciada num equipamento Genome Sequencer FLX Instrument (454
Life Sciences, Roche).

2.2.8.3 Analise de dados

Os microrganismos presentes em cada amostra foram identificados de acordo com
procedimentos bioinformaticos desenvolvidos na Biocant. As sequéncias obtidas foram
separadas de acordo com os codigos de barras adicionados e processadas através de filtros
de qualidade para remover sequéncias (a) sem o primer foward adicionado, (b) com pelo
menos dois nucledtidos ndo identificados e (c) ser menor que 100 bp. Seguidamente as
extremidades 3’ foram cortadas atendendo a um indice médio de qualidade <15 (Quality
Score<15). As sequéncias com elevada qualidade foram agrupadas no programa uclust v2.1
com um grau de similaridade de 97% (Edgar, 2010). As sequéncias foram agrupadas no
programa Cap3 (assembling process) (Huang, et al., 1999) para produzir unidades
taxonomicas operacionais (OTU). As OTU’s foram comparadas nas bases de dados NCBI
BLAST e RDP (Ribosomal Database Project) com um cut-off de 1e—50 para identificacdo
toxondmica. Para incrementar a fiabilidade dos resultados foi incluido o método de
bootstrap, onde as OTU’s foram replicadas 100 vezes e alteradas em 10% pela aplicagao
seghoot com o programa PHYLIP (Felsenstein, 1993). Foram apenas identificadas as
sequéncias suportadas por 70% bootstrap.
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2.3 Resultados e discussao

Neste trabalho foram estudadas pecas de ceramicas romanas usadas no
armazenamento/transporte de alimentos. A obtencdo de camadas a diferentes profundidades,
com camadas mais internas e camadas mais externas, possibilita 0 acesso a microrganismos
em diferentes profundidades o que pode permitir a identificacdo e isolamento de
microrganismos presentes nos processos antigos (Chang, et al., 2012).

Dado que as anforas foram usadas para o armazenamento, transformacéo ou para o
transporte de alimentos, estas pecas ceramicas, em parte pela sua natureza porosa, podem
funcionar como suportes de imobilizacao de células microbianas podendo conter indicios da
sua presenca. A evidéncia de microrganismos nas diferentes camadas do material ceramico
arqueoldgico pode constituir um indicador importante sobre a utilizacdo de processos
fermentativos, nomeadamente associados a producdo de vinho, cerveja e garum,
contribuindo para a reconstrugdo das técnicas de conservacao/transformacéo de alimentos.
Neste estudo foram selecionados diversos fragmentos de pecas ceramicas, atribuidos a
anforas, de forma a compreender se existe DNA microbiano ancestral nestas amostras que
possa estar ligado aos microrganismos responsaveis pelos processos de

conservacao/transformacéo de alimentos.

2.3.1 Avaliacao da presenca microbiana

Para o estudo de pecas de ceramica e para a pesquisa de comunidades microbianas
que possam ser relevantes em processos de conservacdo de alimentos ou para o entendimento
do seu conteudo, deparamo-nos com algumas dificuldades. Por um lado, a contaminagédo
associada ao facto destes materiais terem sofrido manuseamentos posteriores as suas
utilizagGes originais, e por outro a degradacdo do material bioldgico, como o DNA ancestral,
constituem algumas das dificuldades na interpretacéo dos resultados.

Tendo em consideracdo que a ceramica € um material poroso e pode permitir a
preservacdo de microrganismos associados a sua utilizacdo, foi necessario o acesso a
diferentes profundidades das pecas de cerdmica em estudo, para garantir menor
contaminacdo nas camadas mais internas, descartando assim contaminantes externos

(manuseamento, meio circundante onde a peca foi encontrada) e tentando desta forma
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identificar a presenca de agentes efetivamente associados ao processo de conservagédo de

alimentos.

Para o isolamento de microrganismos foram recolhidas cinco camadas em condicGes
de assepsia atraves de um nanodrill, como descrito na seccdo 2.3.

Os métodos dependentes de cultura dao informacdo sobre a populagdo cultivavel
existente nas pecas em estudo. O estudo microbioldgico permitiu o isolamento de 22 estirpes
de bactérias e 2 estirpes de fungos filamentosos, sendo que alguns destes microrganismos
foram isolados em mais do que uma camada. As Tabela B1- B10, Anexo B apresentam as
caracteristicas macroscopicas das coldnias e microscépicas dos diferentes isolados.

A titulo de exemplo, podemos observar na Figura 7 que a peca apresenta maior
percentagem de microrganismos cultivaveis (26%) na camada 1, 2 e 3, € uma menor
percentagem de microrganismos cultivaveis nas duas camadas mais internas, 17% e 5%
respetivamente. A maioria dos microrganismos cultivaveis presentes nas camadas mais
internas ndo estdo presentes nas camadas mais externas, no entanto existem algumas

excecoes.

(a) (b)

’! Camada 2
|! Camada 3
|! Camada 4

Figura 7 - (a) Imagem da peca 1 e as suas camadas; (b) Gréafico da percentagem de microrganismo
isolados.

mCamadal MCamada2 m®mCamada3 mCamada4 Camada 5

A Figura 8 mostra-nos a percentagem de microrganismos isolados nas diferentes
camadas para uma outra peca ceramica. Neste caso apenas existem microrganismos
cultivdveis nas camadas 1 e 2, sendo que foram isolados um maior nimero de

microrganismos na camada 1 (67%) comparativamente a camada 2 (33%).
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(a)

l (b)

Camada 1

'
L |

Figura 8 - (a) Imagem da peca 2 e as suas camadas; (b) Gréafico da percentagem de microrganismos
isolados na pega 2.

Observando a Figura 9 podemos verificar que foram isoladas as mesmas
percentagens de microrganismos na camada 1, 2 e 3, ndo sendo isolado qualquer
microrganismo nas camadas 4 e 5. Estes resultados revelam por um lado que as camadas
mais externas estdo sujeitas a presenca de microrganismos que podem ter estado em contacto
com as pecas, sem que haja uma relagdo com eventuais transportes/transformacdes de
alimentos fermentados. Por outro lado, a auséncia de microrganismos cultivaveis em
camadas profundas do material pode ser indicativo da auséncia ou da ndo viabilidade dos

microrganismos associados aos processos fermentativos.

(a) (b)

! Camada 1

4 E Camada 2

Camada 3

L" g ! Camada 4

.y

MCamadal M®Camada2 MCamada3 ™ Camada4 Camada5

Figura 9 - (a) Imagem da peca 3 e as suas camadas; (b) Grafico da percentagem de microrganismos

isolados na peca 3.
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Estes métodos de isolamento sdo muito Uteis porque, permitem a obtencgdo de culturas
puras que podem posteriormente ser utilizadas. No entanto, esta abordagem nédo permite uma
caracterizacdo completa da comunidade microbiana, uma vez que alguns microrganismos
presentes podem nao ser cultivaveis em condicOes de laboratorio ou, noutras situacdes, a ndo
viabilidade destas células devido ao processo de desidratacdo e de envelhecimento nédo
permite o0 seu crescimento, sendo assim necessario o uso de metodologias complementares

para um melhor conhecimento das comunidades microbianas presentes nestes artefactos.

2.3.2 Métodos independentes de cultura

Uma vez que nem todos 0s microrganismos presentes em amostras arqueoldgicas tém
capacidade de crescer em meios de cultura, pois podem ndo estar viaveis, a proxima
estratégia adotada foi a analise molecular, com extracdo e amplificacio de DNA e
posteriormente a Sequenciagdo de Nova Geracéo.

Para o estudo de métodos independentes de cultura foram usadas as duas camadas

mais profundas das pecas de ceramica.

2.3.2.1 Extracdo, quantificacdo e amplificacdo de DNA

Foi extraido o DNA metagendmico das amostras e determinada a sua concentragdo
(Tabela 2).

Tabela 2 - Analise da concentracédo e grau de pureza do DNA extraido das camadas de cada peca.

Amostras [DNA] pg/ mL Abs260/280 Abs260/230
PecalCl 53,70 £ 4,16 1,65 1,72
Peca 1 C2 49,97 £ 0,64 1,59 1,89
Peca 2 C1 41,67 £0,12 1,70 2,13
Peca 2 C2 40,30 + 0,43 1,71 2,13
Peca 3 C1 39,95+0,17 1,70 1,90
Peca 3 C2 35,65+ 0,60 1,60 1,55

A razdo Abszso/Abszgg € indicativa do grau de pureza das amostras de DNA, tendo

como valor 6timo 1,8. Observando a Tabela 2 podemos verificar que a razéo é ligeiramente
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mais baixa, o pode indicar a presencade proteinas, fendis ou outros contaminantes que
absorvem fortemente a 280 nm ou nessa regido. A razdo Absyo/Absxoé usada como uma
medida secundaria de pureza dos acidos nucleicos, e o0s valores 6timos esperados variam entre
1,8-2,2.

Estas amostras foram amplificadas com os primers NS1 e GC-Fung, especificos para
fungos, e 518F-GC e 785R, especificos para bactérias. A integridade do DNA metagenémico
amplificado foi analisada por eletroforese em gel de agarose (Figura 10). Podemos observar
amplificacdo das amostras na zona dos 400 bp e 300 bp, o que nos indica a presenca, nas
duas camadas das pecas analisadas, de fungos e bactérias respetivamente.

Na Figura 10 pode observar-se amplificacdo das amostras na zona dos 300bp, que nos

indica a presenca de DNA bacteriano nas duas camadas de cada peca.

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose de DNA metagendmico das duas camadas de cada pe¢a
de ceramica, utilizando: a) primers NS1 e gc-fung, e b) primers 518F-GC e 785R. M- Marcador de
DNA 100 bp; 1- Produto de PCR da 1% camada da Peca 1; 2- Produto de PCR da 22 camada da Peca
1; 3-Produto de PCR da 12 camada da Peca 2; 4- Produto de PCR da 22 camada da Peca 2; 5- Produto
de PCR da 12 camada da Pega 3; 6- Produto de PCR da 22 camada da Peca 3.

A populagdo microbiana é constituida por procariotas e eucariotas o que corrobora

os resultados obtidos através das técnicas de cultura.
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2.3.2.2 Sequenciacdo de Nova Geracgéao

Para a andlise e identificacdo mais completa da comunidade microbiana, cultivavel e
ndo cultivavel, presente nas anforas, selecionamos duas camadas de uma das pegas, uma
mais externa (B1) e uma mais interna (B2).

Através da andlise dos resultados de SNG podemos observar que, no total foram
geradas, na camada mais externa (B1), 2897 leituras para as regides hipervariaveis V3-V4
do gene 16S, que foram agrupadas em 202 unidades taxonomicas operacionais (OTUS).
Relativamente a camada mais interna (B2), foram geradas 2276 leituras para as regides
hipervaridveis V3-V4 do gene 16S, que foram agrupadas em 124 OTUs. Né&o foi possivel
identificar a regido hipervariavel 1TS2 na camada mais interna pois o nimero de leituras foi
abaixo do limite detetavel, indiciando a ndo presenca de microrganismos eucariotas nestas
amostras.

Da populagdo bacteriana identificada destacam-se as classes, Gammaproteobacteria,

Betaproteobacteria, Epsilonproteobacteria, Bacilli e Alphaproteobacteria (Figura 11).

B2

= Gammaproteobacteria » Alphaproteobacteria Betaproteobacteria
= Bacilli s Flavobacteria = Sphingobacteria

Epsilonproteobacter

Figura 11 - Classes bacterianas obtidas através de sequenciacdo de nova geracdo nas diferentes
camadas das pecas cerdmicas. Percentagem de composicao de classes de bactérias identificados na
camada mais externa (B1) e da camada mais interna (B2).

Da populagdo bacteriana identificada até ao genero (Figura 12), na camada mais
interna (B1) e na camada mais externa (B2), identificaram-se maioritariamente,
Sporolactobacillus,  Duganella, = Pseudomonas, Stenotrophomonas,  Microcella,
Paenibacillus, Acinetobacter, Propionibacterium, Actinomadura, Lactococcus,,
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Acetobacter, Massilia, Serratia, Leifsonia, Rhizobium, Ralstonia, Psychrobacter,
Streptococcus, Pedobacter, Flavobacterium, Comamonas, Chryseobacterium, Ewingella e
Pseudonocardia. Dentro de populacdo bacteriana os géneros que mais se destacam, estando
presentes na camada mais externa (B1), sdo o género Sporolactobacillus, Lactococcus e

Acetobacter. Estes microrganismos poderdo estar associados a fermentacdo lactica e acética
respetivamente.

B2
Bl
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M Sporolactobacillus M Duganella M Pseudomonas M Stenotrophomonas
W Microcella M Paenibacillus M Acinetobacter M Propionibacterium
M Actinomadura M Lactococcus M Acetobacter M Massilia
M Serratia M Leifsonia M Rhizobium Ralstonia
M Psychrobacter M Streptococous M Pedobacter M Flavobacterium
M Comamonas M Chryseobacterium M Ewingella M Pseudonocardia

Figura 12 — Géneros bacterianos obtidos através de sequenciagdo de nova geragdo nas diferentes
camadas das pecas cerdmicas. Duas barras paralelas comparando a percentagem de composicdo de

géneros de bactérias identificados na camada mais externa (B1) e da camada mais interna (B2).

Das classes de populacéo eucariota, sequenciadas por SNG, na camada mais externa
(Figura 13) a maioritaria € composta por Saccharomycetes, um forte indicio da presenca de
fermentacgdo alcodlica nestes artefactos.
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2,10%_1,40% __0,56% _0,28% 0,28%

\\\\\

17,06%

3,22%
4,34% _ 1.13%

9,93%

= Saccharomycetes Dothideomycetes Arthoniomycetes
Eurotiomycetes ®m Microbotryomycetes = Sordariomycetes
m Agaricomycetes u Tremellomycetes m Liliopsida

m Alphaproteobacteria m Exobasidiomycetes

Figura 13 - Diversidade das classes eucariotas obtidas através de sequenciagdo de nova geragdo nas
pecas de cerémica.

Da populacéo fangica identificada (Figura 14) na camada mais externa, destacam-se
0s géneros: Candida, Dirina, Aureobasidium, Alternaria, Aspergillus, Wardomyces, Suillus,
Exophiala, Lachancea, Rhodotorula, Geotrichum, Plectosphaerella, Triticum
Eupenicillium, Sphingomonas, Penicillium e Solanum. Alguns destes géneros merecem
destague, como € o caso de Candida, Aureobasidium, Lachancea e Vitis.

A identificacdo do género Aureobasidium demonstra bastante importancia neste
estudo uma vez que é um dos constituintes da microflora presente nos bagos de uva (Fleet,
2003, Prakitchaiwattana, et al., 2004, Wang, et al., 2015), um agente de biocontrolo natural
de alguns fungos patogénicos da videira (Dimakopoulou, et al., 2008), e tem um papel
importante na degradacdo e consequente diminui¢do da ocratoxina A nos bagos de uva
(Felice, et al., 2008).

Por outro lado, os géneros Candida, e Lachancea sdo (tendo sido esta Gltima
identificada a espécie L. thermotolerans) também sdo descritos na bibliografia como
leveduras de fermentacgéo do vinho (Bokulich, et al., 2011, Camilo, 2014, Gobbi, et al., 2013,
James, et al., 2013, Kapsopoulou, et al., 2005, Prakitchaiwattana, et al., 2004). Embora
Saccharomyces cerevisiae e a Saccharomyces bayanus sejam amplamente consideradas
como as principais leveduras de fermentacdo do vinho, ha uma crescente aceitacdo de que
outras espécies, muitas vezes referidas como leveduras indigenas nao-Saccharomyces,
contribuem de forma importante para a fermentagdo. Estas podem influenciar positivamente

o carater geral do vinho, principalmente através das propriedades aromaticas e da divulgagéo
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de perfis de sabor complexos, pois as leveduras indigenas de vinhos ndo-Saccharomyces
geralmente produzem altas concentracdes de ésteres, alcoois superiores, aldeidos e glicerol;
compostos que desempenham um papel importante na determinacao do perfil sensorial do
vinho (Rainieri, et al., 2000).

Por fim, a presenca do género Vitis € também bastante importante para este estudo,
tendo sido este identificado a espécie (V.vinifera). V.vinifera é a espécie de videira mais
cultivada para a producéo de vinho na Europa. Esta planta da familia das Vitaceae, cujo fruto
é a uva, foi cultivada por varias civilizagdes europeias desde ha milhares de anos, o que
originou dezenas de variedades, as denominadas castas, por meio de selecdo artificial.
Originaria da Regido do Mediterraneo até o sul da Alemanha, a Vitis vinifera € cultivada em
todas as regides de clima temperado, fazendo da producédo de vinho uma das atividades mais

antigas da civilizacdo (Bouquet, et al., 2007, Terral, et al., 2010)

o N A

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
M Candida i Dirina M Aureobasidium M Alternaria M Aspergillus
W \Wardomyces M Suillus M Exophiala M Lachancea M Vitis
M Malus M Rhodotorula M Geotrichum M Plectosphaerella  ® Triticum
M Eupenicillium M Sphingomonas M Penicillium M Solanum

Figura 14 - Diversidade eucariota obtida através de sequenciacdo de nova geragdo nas pecas de
ceramica. Barra com a percentagem de composi¢do de géneros de fungos identificados na camada

mais externa (B1).

Atendendo aos resultados obtidos por SNG, podemos constatar que possivelmente
nestas anforas foi produzido, armazenado e/ou transportado vinho, uma vez que a microflora
identificada inclui leveduras capazes de iniciarem a fermentacdo alcodlica, bactérias
responsaveis pela fermentacéo lactica e possuem ainda residuos de uma espécie de videira
usada para a producéo de vinho.

Os resultados mostram que esta metodologia € uma ferramenta poderosa e que pode
ser bastante util para um maior conhecimento acerca dos materiais arqueoldgicos, podendo

permitir revolucionar o conhecimento sobre 0s nossos antepassados

37


https://pt.wikipedia.org/wiki/Vitaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Uva
https://pt.wikipedia.org/wiki/Subesp%C3%A9cie
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sele%C3%A7%C3%A3o_artificial
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mediterr%C3%A2neo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Alemanha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Clima_temperado




Capitulo 3

Detecado de comunidades microbianas
em residuos de garum






3.1 Introducao

Os molhos de peixe estavam entre os condimentos mais comumente utilizados que
melhoravam o sabor dos alimentos, e eram amplamente produzidos e distribuidos em todo
0 antigo Império Romano (Smriga, et al., 2010).

O garum era um molho de peixe fermentado, liquido ou semiliquido, obtido pela
decomposicéo de peixes e ervas em sal. Este preparado obteve-se em primeiro lugar a partir
de um tipo selecionado de peixe que pode ser comparado com anchovas. O garum comum,
pelo contrério, foi criado pela decomposi¢do de visceras oriundas do pescado, em sal
(Alarcéo, 1988). O seu sabor exdtico entrou firmemente no mundo romano e foi considerado
um ingrediente chave para muitas receitas. O garum liquido foi tdo popular que foi
adicionado a doces de frutas. Muitos vestigios arqueoldgicos podem testemunhar a
importancia deste produto. A costa atlantica de Espanha e Marrocos, bem como o
Mediterraneo e as costas do Mar Negro eram os principais locais de producdo do garum
(Van Neer, et al., 2008).

Figura 15- Local de producéo de garum (retirado de http://www.genfedecadiz.com).

Os centros da industria da transformacéo do peixe (Figura 15), em que 0 atum e outros
peixes eram limpos e colocados em salgada, eram também os locais onde se fazia extracao
de sal. A fermentacdo dos produtos da pesca € uma pratica muito antiga e particularmente
difundia na Europa e na asia. Entre os microrganismos associados a producdo de pescado
fermentado, as bactérias acido-laticas desempenham um papel fundamental, pois sé&o
capazes de alterar, de forma favoravel, a textura e o sabor destes, inibir o desenvolvimento

de organismos prejudiciais a salde, e evitar a deterioracéo precoce dos produtos (Ghanbari,
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et al., 2013, Poffo, et al., 2011). Além do efeito de preservacao das bactérias acido-laticas,
acredita-se que a sua presenca nos alimentos possa ter efeito probiotico, pela producéo de
acidos organicos e bactericidas (Ghanbari, et al., 2013).

Em Portugal a conserva por salga de peixe e a produgdo de garum constituiram,
certamente, uma das industrias mais ativas do império Romano, particularmente nos
estuérios do Sado, Tejo, Sines, Pessegueiro e na costa algarvia (Alarcdo, 1988). Estas
indUstrias consistiam numa série de cubas cobertas em que o peixe e provavelmente
entranhas, era trabalhado, temperado com sal e ervas e posteriormente deixados a fermentar

ao sol para transformacdo em garum.(Comis, et al., 2009).

A confecdo de garum baseia-se essencialmente em duas técnicas base de produgéo.
A primeira envolvia essencialmente um método de salga a seco, em que Romanos colocavam
0 peixe inteiro pequeno ou as entranhas de grandes peixes com sal hum tanque numa
proporcdo especificada, talvez juntamente com outros ingredientes, tais como ervas,
especiarias e similares. Eles misturavam estes ingredientes, cobriam o recipiente, e deixavam
a mistura a fermentar durante trés meses. No segundo processo 0s peixes eram salgados e
colocados em recipientes. A mistura era entdo aquecida atraves de uma fogueira, até que o
liquido adquirisse a textura desejada (Smriga, et al., 2010).

A producdo de garum foi executado até ao Século V D.C., em Marrocos, € 0 consumo
de garum é testemunhado nos primeiros tempos medievais e posteriores (seculo VIII D.C.,
a Enciclopédia Romana em "garum" afirma que héa vestigio de producdo de garum téo tarde
quanto XIII D.C.). Parece que, portanto, a producdo de garum foi estritamente ligada a
indUstria de transformacéo de peixe (Comis, et al., 2009).

O objetivo deste capitulo foi a pesquisa de microrganismos que possivelmente

fermentariam peixe, para a producdo de garum.
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Detecédo de comunidades microbianas em residuos de garum

3.2 Material e métodos

3.2.1 Selecéo de amostras

Foram selecionadas para este estudo quatro amostras de residuos de garum (Figura

16) provenientes das ruinas de Troia.

Figura 16 - Amostras dos residuos de garum.

3.2.2 Isolamento de microrganismos

Foram recolhidos 100 mg de cada amostra de garum e posteriormente colocadas em
microtubos estéreis com 2 mL de MRD (Maximum Recovery Diluent, Merck). As amostras
foram colocadas em agitacdo a 28°C durante 72 h e foram posteriormente inoculadas por
espalhamento em meio NA e TSA para isolamento de bactérias e, em MEA, para isolamento
de fungos. As culturas foram incubadas a 30°C entre 24 a 48 h para desenvolvimento de
bactérias, e, entre 4 a 5 dias, a 28°C, para crescimento de fungos. As placas foram mantidas
em incubacdo até 1 més para permitir o desenvolvimento de microrganismos com

metabolismo mais lento.

3.2.3 Isolamento de bactérias lacticas

Foram recolhidos 100 mg de cada amostra de garum que se colocaram em microtubos
estéreis com 2 mL de MRD (Maximum Recovery Diluent, Merck). As amostras foram
colocadas em agitacdo a 28°C durante 72 h. Para o isolamento das bactérias foram preparadas
diluicbes decimais, em solucdo salina estéril a partir das amostras homogeneizadas. De
seguida procedeu-se a inoculacdo por espalhamento de 100 pL das amostras diluidas em
meio MRS. As placas foram incubadas a 30°C durante 72h. Apds a incubacdo, contaram-se
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as colonias desenvolvidas e efetuou-se o isolamento em MRS de cada coldnia com
morfologia diferente, até obtencédo de culturas puras. Estas foram depois repicadas em rampa
e mantidas a 4°C até a sua utilizacao(Poffo, et al., 2011).

3.2.4 Caraterizacdo dos isolados microbioldgicos

Para a identificacdo dos isolados efetuou-se a caracterizacdo morfologica, através da
observacdo macroscopica e microscopica das colonias. Para a visualizagdo das estruturas
reprodutoras dos fungos procedeu-se a sua observacdo através de preparagdes a fresco
utilizando o corante azul de metileno, sendo em seguida observadas ao microscopico 6tico
com a objetiva de 40x (Motic BA410E), cujas imagens foram adquiridas com a camara
MoticamPro 282B. Para observacdo da estrutura bacterianas procedeu-se a coloracdo de
Gram e de seguida a sua observacdo microscopica com a objetiva de 100x, utilizando o

mesmo microscopico e camara referidos anteriormente.

3.2.5 Extracdo, amplificacdo e sequenciacdo do DNA
extraido das bactérias lactica.

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada através de culturas com o crescimento de 1
dia. Removeu-se com uma ansa descartavel a cultura e ressuspendeu-se em 100uL de tamp&o
de lise- 1x tampdo TE. Adicionou-se 15 pL de Lisosima (2mg/mL), para romper as células,
agitou-se no vortex e incubou-se a 37°C durante 20 min. De seguida adicionou-se 15 pL de
a-Quimiotripsina (4mg/mL) em SDS 10%, e incubou-se a 50°C durante 30 minutos.
Adicionou-se 100 pL de Fenol/Cloroférmio/Alcool isoamilico (25:24:1) (volume igual ao
da fase aquosa), agitou-se suavemente e fez-se um spin durante alguns segundos.

Transferiu-se a fase aquosa (sobrenadante) para um novo microtudo e adicionou-se 1
volume de Cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), agitou-se suavemente e fez-se um spin
durante alguns segundos.

Transferiu-se a fase aquosa para um novo microtubo e adicionou-se 2 volumes de etanol
100% (aproximadamente 200uL) e 0,3 volumes de Acetato de sodio 3M.

Deixou-se 0 DNA a precipitar overnight a -20°C.
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Centrifugou-se a 119009 durante 25 minutos. Descartou-se o sobrenadante e deixou-se
secar o precipitado. De seguida ressuspendeu-se o precipitado de DNA com 100uL de
Tampéo TE 1x pH=8 e guardou-se as amostras de DNA a -20°C (Rinta-Kanto, et al., 2005).

A amplificacdo do DNA extraido, foi efetuada por PCR como descrito na sec¢éo 2.2.6

com os primers indicados na Tabela 3

Tabela 3 - Primers utilizados para amplificacdo do DNA extraido.

Primer Sequéncia 5°-3’
27F 5’- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’
534R 5’-TTACCG CGG CTG CTG GCA-3’

Efetuou-se a sequenciacdo de DNA dos isolados bacterianos e a pesquisa de homologia
e identificacdo das sequéncias de rDNA 16S foram determinadas usando a ferramenta “Basic
Local Alignment Search Tool” - BLAST 2.2.25+ da base de dados NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov).

A anélise das relacOes filogenéticas entre os diversos isolados bacterianos foi realizada
utilizando o software MEGA 7.0.

3.2.6 Determinacéo do crescimento de bactérias lacticas em
meio salino.

Para este estudo as bactérias lacticas, previamente isoladas como descrito na seccéo
3.2.3 deste capitulo, foram repicadas para obtencdo de culturas frescas. Os diferentes

isolados foram entdo inoculados em rampa, em meio MRS e incubados durante 24h a 30°C.

Figura 17- Crescimento das bactérias isoladas em diferentes concentracdes de NaCl.
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Apos desenvolvimento das culturas, preparou-se o inéculo de cada um dos isolados
bacterianos, lavando-se a rampa com 1 mL de MRS. Prepararam-se culturas liquidas com
cada um dos in6culos preparados, os quais foram inoculados em 250 mL de meio MRS nas
seguintes concentracGes de sodio: 0%, 4%, 8%, 12% e 16%. As culturas foram incubadas a
uma temperatura de 37°C durante 7 dias (Figura 17), fazendo-se leituras periddicas (no
primeiro dia leitura de hora a hora e nos dias seguintes duas leituras por dia). Foram ainda
preparadas culturas de cada um dos isolados em caldo de MRS sem a adicdo de NaCl, com
um pH=5,8 a 37°C, as quais funcionaram como controlo (Poffo, et al., 2011). A taxa
especifica de crescimento (pn) foi determinada a partir de dados experimentais
correspondente a fase exponencial do crescimento, utilizando a relagdo (Zwietering, et al.,

1990),
cXa

w(h?) =—3
onde e é o numero de Neper. O tempo de geracéo foi calculado utilizando a seguinte equagédo
(Zwietering, et al., 1990):
In(2)
1)

g(h) =

Os dados foram tratados e ajustados atraves do software SigmaPlot (versdo 12.0,

Germany).

3.2.7 Extracao de DNA bacteriano

O DNA bacteriano presente nas quatro amostras de garum foi extraido utilizando o KIT
“ E.ZN.A. Bacterial DNA” (Omega Bio-Tek, Norcross, EUA). Pesou-se 100 mg de cada
amostra de garum e adicionou-se 100 puL de Tampdo TE. Ressuspendeu-se completamente
0 precipitado no vortex. Adicionou-se 10 pL de lisozima e incubou-se a 37°C durante 10
min. Pesaram-se 25 mg microesferas de vidro num microtubo de 1,5 mL e adicionou-se a
respectiva amostra. Misturou-se no vortex na velocidade méxima durante 5 min e deixou-se
a amostra repousar para permitir que as microesferas de vidro precipitassem. Transferiu-se
0 sobrenadante para um novo microtubo de 1,5 mL. Adicionou-se 100 pL de BTL Buffer e

20 pL de Proteinase K. Misturou-se no vortex vigorosamente. Incubou-se num banho com
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agitacdo a 55°C durante 1 h. De seguida adicionou-se 5 uL de RNase A. Incubou-se a
temperatura ambiente durante 5 min., de seguida centrifugou-se a 10000 g durante 2 min,
para precipitar todo o material ndo digerido. Transferiu-se o sobrenadante para um novo
microtubo de 1,5 mL. Adicionou-se 220 uL BDL Buffer e agitou-se no vortex para misturar.
Incubou-se a 65°C durante 10 min e adicionou-se 220 pL de etanol 100%, de seguida

agitou-se no vortex durante 20 s na velocidade maxima para misturar bem.
Inseriu-se a coluna “HiBind DNA Mini Column” num tubo de recolha de 2 mL e transferiu-
se toda a amostra para a coluna, incluindo todo o precipitado que se formou. Centrifugou-se
a 10000 g durante 1 min e descartou-se o eluido e o microtubo.

Inseriu-se a coluna num novo microtubo de 2 mL, adicionou-se 500 uL de HBC
Buffer e centrifugou-se a 10000 g durante 1 min. Descartou-se o eluido e reutilizou-se o
microtubo de 2mL.

Adicionou-se 700 pL de DNA Wash Buffer e centrifugou-se a 10000 g durante 1 min
e descartou-se o eluido e reutilizou-se novamente o microtubo de 2 mL. Repetiram-se estes
ultimos para uma segunda lavagem com DNA Wash Buffer.

Centrifugou-se a coluna vazia a uma velocidade de 10000 g durante 2 min para secar
a coluna. Inseriu-se a coluna “HiBind DNA Mini Column” num novo microtubo de 1,5 mL
e adicionamos 50 pL de Elution Buffer (pré-aquecido a 65°C) na coluna e deixou-se em
repouso durante 3-5 min a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 10000 g durante 1 min
para eluir o DNA. Repetimos estes Gltimos passos com mais 50 pL de Elution Buffer para

uma segunda eluicdo. O DNA foi guardado no congelador a -20°C.

3.2.8 Quantificacao de DNA

O DNA extraido foi quantificado por espetrometria de absor¢cdo molecular num
Thermo Scientific uDrop Plate MultiScan Go acoplado a um software SkanTY RE for

MultiScan 3.2, de acordo com o procedimento descrito no Capitulo 2- secgéo 2.2.5.

3.2.9 Amplificacdo de DNA por Reacdo de Polimerase em
Cadeia

A amplificacdo do DNA extraido no ponto anterior, foi efetuada por PCR, com 0s

seguintes primers (Tabela 4):
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Tabela 4 - Primers utilizados para amplificacdo do DNA extraido.

Primer Sequéncia 5°-3’
S18F 5’- CGCCCGCCGCGCGGGGGGEGEE 32
785R 5’-CTA CCA GGG TAT CTAATCC-3

A amplificacdo do DNA extraido foi efetuada através da seguinte mistura reacional para
um volume final de 25 pL: 4gua RNase Free, tampao 10x Dream Taq Buffer com MgCl» 20
mM, dNTPs 10 mM, primer reverse e foward (0,1 uM), de Tag DNA polimerase 500 U e 1
uL do DNA extraido. Juntamente com estas amostras, foi também utilizado um branco, que
funcionou como controlo.

A amplificagdo por PCR, realizada num termociclador, mencionado no Capitiulo 2 sec¢éo
2.2.6, iniciou-se com um passo de desnaturacdo de 5 min a 94°C, ao qual se seguem 40 ciclos
constituidos por: desnaturacdo de 1 min a 94°C, emparelhamento de 1 min a 50°C, e extensdo
de 2 min a 72°C. Por ultimo, fez-se uma extensdo final de 6 min a 72°C. Os produtos
resultantes da amplificacdo foram guardados a 4°C até posterior analise por eletroforese em

gel de agarose, seguindo o mesmo procedimento descrito no Capitulo 2, sec¢édo 2.2.7.

3.2.10 Sequenciacao de Nova Geracao

A técnica de Sequenciacdo de Nova Geracdo das amostras de garum foi realizada de
acordo com o procedimento descrito no Capitulo 2- seccéo 2.2.8.
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3.1 Resultados e discussao

Neste trabalho foram estudadas amostras de residuos de garum. A pesquisa de
microrganismos ligados ao processo de fermentagcdo do garum contribui para a reconstrucao
das técnicas antigas de conservacdo de alimentos. Assim com este trabalho pretende-se dar
um contributo para clarificar os processos de conserva de garum e conhecer 0s
microrganismos ai envolvidos.

Neste estudo vao ser realizados métodos de cultura para acesso aos microrganismos
cultivaveis, podendo estes serem utilizados para outros estudos posteriores, e métodos
independentes de cultura de forma a detetar a existéncia de DNA microbiano nos residuos
de garum que nos possibilite compreender o seu processo de conservagdo. Foi ainda
realizado um estudo de bactérias isoladas em meio seletivo para bactérias lacticas de modo
a perceber se é possivel o seu isolamento e se esta poderiam estar ligadas ao método de

conservacao de garum.

3.1.1 Isolamentos microbianos

Os microrganismos isolados de residuos de garum foram caracterizados levando em
consideracdo o seu aspeto macroscopico (cor, tamanho e morfologia) e caracteristicas
microscopicas (tipo de estruturas reprodutivas e cor das colonias no caso das bactérias).

O estudo microbioldgico permitiu o isolamento de 13 estirpes de bactérias que
incluem cocos (Gram +) e Bacillus (Gram +), uma estirpe de levedura e 8 estirpes de fungos
filamentosos. Os géneros fungicos predominantes foram Cladosporium, Mucor e
Penicillium. Foram ainda isolados outros fungos, ndo sendo possivel a sua identificacdo,
designando-se assim por micélios estéreis, uma vez que ndo se observaram estruturas
resprodutoras. As tabelas Tabela 5, Tabela 6, Tabela 7 e Tabela 8 apresentam as
caracteristicas macroscépicas e microscopicas dos microrganismos isolados.

Como ja foi referido estes métodos sdo Uteis pois, permitem a obter culturas puras,
gue podem posteriormente ser utilizados em ensaios subsequentes. No entanto, esta
abordagem ndo permite uma caracterizacdo completa da comunidade microbiana, uma vez

que alguns microrganismos ndo podem ser cultivados em condicOes de laboratorio.
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Na amostra de garum 1188 (Tabela 5) foi possivel o isolamento de 6 estirpes de
bactérias e 3 fungos filamentosos. As bactérias isoladas foram Bacilos. No caso dos fungos
foi possivel identificar 3 géneros diferentes, Cladosporium, Mucor e penicillium.
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Deteg¢ao de comunidades microbianas em residuos de garum

Tabela 5- Identificacdo dos microrganismos isolados do garum 1188.

Codigo Aspeto das colonias na placa Aspeto
Frente \Verso microscopico
G1 Bacillus
Gram +
G2 Bacillus
Gram +
G11 Bacillus
Gram +
G13 Cocos
Gram +
G14 Bacillus
Gram +
G17 Bacillus
Gram +
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Deteg¢ao de comunidades microbianas em residuos de garum

Tabela 5 (cont.) — Identificacdo dos microrganismos isolados do garum 1188

L Aspeto das colonias na placa Aspeto
Cadigo MiCroscoDi
Frente Verso croscopico
G10 Cladosporium
sp.
G12 Mucor sp.
G15 1 Cladosporium

sp.

A Tabela 6 mostra que na amostra de garum 1415 foi possivel identificar 3 estirpes

de bactérias diferentes e uma de fungo filamentoso.
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Deteg¢ao de comunidades microbianas em residuos de garum

Tabela 6 - Identificacdo dos microrganismos isolados do garum 1475.

Codigo Aspeto das colonias na placa Aspeto
Frente Verso microscopico
Bacillus
G3
Gram +
G4 Bacillus
Gram +
G16 Bacillus
Gram +
G18 Cladosporium

sp.

Na Tabela 7 podemos verificar que na amostra de garum 1060 se isolaram duas

estirpes bacterianas diferentes, uma estirpe de levedura e 2 estirpes de fungos filamentosos.
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Deteg¢ao de comunidades microbianas em residuos de garum

Tabela 7 - Identificacdo dos microrganismos isolados do garum 1060.

_ Aspeto das colonias na placa ) .
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso

G5 Bacillus
Gram +
Coccos
G6
Gram +
G8 Levedura
Micélio
G7 sp.
Micélio
G9 sp.

Na amostra 1516 (Tabela 8) foram isoladas e identificadas duas estirpes de bactérias

e Penicillium sp..
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Deteg¢ao de comunidades microbianas em residuos de garum

Tabela 8 - Identificacdo dos microrganismos isolados do garum 1516.

o Aspeto das colonias na placa ) o
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso

G19 Bacillus
Gram +
Bacill
G20 acillus
Gram +
G21 Penicillium
sp.
G22 Penicillium
sp.

Podemos verificar entdo que foi possivel o isolamento tanto de bactérias como de
fungos em todas as amostras.

Alguns destes microrganismos, como o0s fungos do género Penicillium sdo
possivelmente devidos ao meio circundante como o solo e o ar, uma vez que estes sdo fungos
comumente encontrados em varios ambientes como solo, ar e ambientes extremos
(temperatura, salinidade, deficiéncia de agua e pH) (Scholtz, et al., 2017, Yadav, et al.,
2018).
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Deteg¢ao de comunidades microbianas em residuos de garum

3.1.2 Pesquisa de bactérias laticas

3.1.2.1 Isolamento de bactérias

Obtiveram-se 10 isolados bacterianos nas amostras de garum. A Tabela 9 mostra

algumas das carateristicas morfoldgicas destes isolados.

Tabela 9 - Identificacdo bacteriana dos isolados em meio MRS.

o Aspeto das coldnias na placa ] o
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso

Al Bacillus sp.
Gram +

Bacill .

A2 acillus sp
Gram +

Bacill )

A3 cillus sp
Gram +

Ad Bacillus sp.
Gram +

Bacill )

AS acillus sp
Gram +
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Deteg¢ao de comunidades microbianas em residuos de garum

Tabela 9 (cont.)- Identificacdo bacteriana dos isolados em meio MRS.

o Aspeto das coldnias na placa ) o
Cadigo Aspeto microscépico
Frente Verso

Bacill )

AG acillus sp
Gram +

Bacill .

B1 acillus sp
Gram +

82 Bacillus sp.
Gram +

Bacill .

c1 acillus sp
Gram +

Bacill .

2 acillus sp
Gram +

3.1.2.2 Caracterizagao e identificacdo molecular dos isolados

Apos extracdo do DNA dos isolados bacterianos, estes foram amplificados com
primers 27F/534R como descrito na seccdo 3.2.5. Os produtos de amplificagdo foram
purificados e posteriormente sequenciados.
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A Figura 18 apresenta-se o perfil electroforético correspondente a amplificacdo dos
isolados bacterianos. A quantificacdo dos produtos de PCR encontra-se na Tabela C1 do

Anexo C.
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Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose de DNA das dez amostras de bactérias isoladas em meio
MRS utilizando os primers 27F e 734R. M- Marcador de DNA 100 bp; 1- Produto de PCR da bactéria
Al; 2- Produto de PCR da bactéria A2; 3- Produto de PCR da bactéria A3; 4- Produto de PCR da
bactéria A4; 5- Produto de PCR da bactéria A5; 6- Produto de PCR da bactéria A6; 7- Produto de
PCR da bactéria B1; 8- Produto de PCR da bactéria B2; 9- Produto de PCR da bactéria C1; 10-
Produto de PCR da bactéria C2.

Apos extracdo do DNA dos isolados bacteriano em meio MRS, estes foram
amplificados com 27F/534R. Os produtos de amplificacdo foram purificados e
posteriormente sequenciados pelo método de Sanger.

A Tabela 10 relaciona a identificacdo dos diferentes isolados bacterianos em meio

MRS com base nos resultados obtidos através da sequenciagéo.
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Tabela 10 - Identificacdo dos isolados bacterianos.

o Query ) NUmero de
Cadigo o Total Similaridade/ldentidade
. . Identificacio cover acesso
microrganismo score (%)
(%) (NCBI)
Al Bacillus sp. 874 97 99 HQ224654.1
Bacillus
A2 891 98 99 KT291131.1
cereus
A3 Bacillus sp. 905 99 99 KF648915.1
Bacillus
Ad o 893 98 99 KX832697.1
thuringiensis
A5 Bacillus sp. 904 99 99 KR007001.1
A6 Bacillus sp. 896 99 99 KF646681.1
Bl Bacillus sp. 898 97 99 EU584532.1
Bacillus
o 915 99 99 HQ238513.1
thuringiensis
B2
Bacillus
915 99 99 EU834245.1
cereus
Bacillus sp.. 869 96 99 KF788157.1
Cl Bacillus
869 97 99 KC222509.1
cereus
Bacillus
o 12362 97 99 CP020754
thuringiensis
C2
Bacillus
12395 97 99 CP017060.1
cereus

A arvore filogenética representada na Figura 19 permitiu formar dois clusters
principais. No primeiro cluster observa-se que os isolados bacterianos C2, A5 e A3 tém
bastante similaridade entre si, e apresentam similaridade com os isolados A4 e B1 que se

encontram noutra subdivisao.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_948512634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/453055273?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WB0FBSCW01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1216483182?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WA8D4VS8014

O segundo cluster divide-se também em duas subunidades. Na primeira subunidade
contém o isolado A6 que ndo apresenta similaridade com nenhum outro isolado, j& os
isolados A2 e B2 apresentam proximidade.

- C1
23/ C2
67 | A5
% A3
Ad
64 1B+
A8
A1

o A2

B2
Figura 19- Arvore filogenética dos isolados sequenciados com base na sequéncia de nucleétidos
rDNA 16s.

3.1.2.3 Curvas de crescimento em meio salino

Uma vez que o garum € um preparado piscicola fermentado obtido pela
decomposicdo de peixes e ervas em sal, torna-se importante perceber se as bactérias isoladas
tém capacidade de crescer em meio salino. Foi por esse motivo testada a capacidade de
crescimento em diferentes concentracGes de NaCl. As culturas foram realizadas conforme
descrito na seccdo 3.2.6. A taxa de crescimento especifico e o tempo de geragdo foram
determinados a partir da fase de crescimento exponencial das trés estirpes de bactérias
testadas Tabela 11.
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Tabela 11- Taxa especifica de crescimento e tempo de geragdo das estirpes A1, A5
e A3 nas diferentes concentracfes de NaCl.

i Taxa especifica de
Bacteria - [NaCl] crescimento (h1)

Tempo geracdo (h)

0% 0,06 12,19
Al 2.50% 0,06 12,46
5% 0,02 27,93
0% 0,06 12,42
AS 2.50% 0,04 16,35
0% 0,09 8,08
A3 2.50% 0,06 10,69

Podemos observar que a estirpe Al (Figura 20) com uma concentragdo de NaCl a 0%,
2.5% e 5%, apresenta um perfil de crescimento com uma fase de laténcia, fase exponencial
e fase estacionaria bem evidenciado. A partir de concentracdo salina de 7,5% observa-se que
esta estirpe apresenta uma diferenca notoria nas suas fases de crescimento, chegando mesmo

a apresentar um crescimento bacteriano quase nulo na concentragéo de 15%.
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Figura 20- Perfil de crescimento da estirpe Al a diferentes concentragdes. a) [NaCl] 0%; b) [NaCl]
2,5%); c) [NaCl] 5%; d) [NaCl] 7,5%; e) [NaCl] 10%; f) [NaCl] 15%.

Relativamente a estirpe A5 (Figura 21) podemos verificar exatamente 0 mesmo

comportamento que na estirpe Al, observando-se que a partir de concentragéo salina de

7,5% esta bactéria ndo apresenta uma fase exponencial definida.
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2,5%; c) [NaCl] 5%; d) [NaCl] 7,5%; e) [NaCl] 10%; f) [NaCl] 15%.

Por Gltimo a estirpe A3 (Figura 22) apresenta apenas uma fase de crescimento
exponencial até a concentracdo 2,5%, verificando-se, portanto, que esta estirpe apresenta
uma maior sensibilidade a presenca de NaCl que as duas anteriores, com influéncia
significativa no seu crescimento. Esta estirpe bacteriana na auséncia de NaCl foi a que

apresentou maior taxa especifica de crescimento e menor tempo de geracdo Tabela 11.
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3.1.3 Metodos independentes de cultura

A estratégia adotada neste estudo incidiu na pesquisa de bactérias possivelmente
envolvidas nos processos de fermentacdo do garum. Assim sendo, e considerando que nem
todos os microrganismos tém a capacidade de crescer sob condic@es in vitro, como foi ja
referido, utilizamos técnicas de cultura independentes para uma pesquisa mais aprofundada

da comunidade microbioldgica presente nas amostras de residuos de garum.

3.1.3.1 Extracao, quantificacdo e amplificacdo de DNA

A concentracdo de DNA extraido e o seu grau de pureza (Tabela 12) foram
determinado através de leitura no espetrofotometro pDrop Plate Multiscan Go.A pureza e
integridade do DNA bacteriano amplificado por PCR foi analisada por eletroforese em gel
de agarose.

Podemos observar os graus de pureza dados pelas razbes Abs2so/Absagoe
Absze0/ Absz30 obtidos através da analise pelo software SkanTY RE for MultiScan 3.2. A razéo
Absze0/ Abszgo indica-nos o grau de pureza das amostras de DNA, tendo como valor 6timo
1,8. Observando a Tabela 12 podemos verificar que a razéo é ligeiramente mais baixa, o pode
indicar a presenca de proteinas, fendis ou outros contaminantes que absorvem fortemente a 280
nm ou nessa regido. A razdo Abszeo/ Absz3o € usada como uma medida secundaria de pureza dos
acidos nucleicos, e os valores 6timos esperados variam entre 1,8-2,2. Pode entdo verificar que

as nossas amostras apresentam valores abaixo desse intervalo, indicando assim contaminagéo.

Tabela 12- Analise da concentracdo e grau de pureza do DNA bacteriano extraido das amostras
de garum.

garum [DNA] pg/ mL Abs 260/280 Abs 260/230
1188 509,85 + 2,20 1,67 1,23
1475 539,46 + 3,06 1,69 1,24
1060 511,13+ 12,56 1,70 1,30
1516 508,58 + 3,62 1,70 1,27

O DNA das amostras de garum mostraram amplificacdes na zona 16s rDNA
utilizando primers bacterianos. Através da Figura 23 pode observar-se amplificacdo do DNA
das amostras de garum na zona dos 300 bp, sugerindo a presenca de DNA bacteriano em

todas as amostras.
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Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose de DNA das quatro amostras de garum utilizando os
primers 518F-GC e 785R. M- Marcador de DNA 100 bp; 1- Produto de PCR do garum 1188; 2-
Produto de PCR do garum 1475; 3- Produto de PCR do garum 1060; 4- Produto de PCR do garum
1516.

3.1.3.2 Sequenciacao de Nova Geracao

Para uma identificacdo mais completa da comunidade microbiana presente em
residuos de garum, foi selecionado o garum 1516 (B3) e feita a analise do DNA
metagendmico com SNG das regides V3-V4 e ITS2.

Através da analise dos resultados da sequenciacdo foram geradas no total, 3920
leituras para as regibes hipervariaveis V3-V4 do gene 16S, que foram agrupadas em 236
OTUs, e foram geradas 4653 leituras para a regiao hipervariavel ITS2 que foram agrupadas
em 177 OTUs. As OTUs receberam uma identificacdo taxondmica através de pesquisas em

bases de dados publicas.
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Deteg¢ao de comunidades microbianas em residuos de garum

Da populacdo flangica/eucariota (Figura 24) identificaram-se 0s géneros:
Pratylenchus, Hypocrea, Celtis, Fusarium, Dirina, Scopulariopsis, Aspergillus,

Skeletocutis, Raphanus, Candida, Paramecium e Triticum.

B3

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 0% 100%
M Pratylenchus M Hypocrea M Celtis M Fusarium
M Dirina M Scopulariopsis M Aspergillus 4 Skeletocutis
M Raphanus M Candida W Paramecium M Triticum

Figura 24 - Diversidade eucariota obtida através de sequenciagdo de nova geracdo de residuos de
garum.

As classes de bactérias identificadas por SNG na amostra (Figura 25) foram:

Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Gemmatimonadetes e Firmicutes.

2,64% -0,88%

<

= Proteobacteria ® Actinobacteria u Acidobacteria

® Gemmatimonadetes ® Firmicutes

Figura 25 - Classes bacterianas obtidas através da sequenciacao de nova geracao de residuos de
garum..

Esta populacdo bacteriana incluiu os géneros: Pseudomonas, Marinobacter,

Kribella, Gemmatimonas, Paenibacillus e Comamonas (Figura 26).



Detecédo de comunidades microbianas em residuos de garum

B3

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
M Pseudomonas M Marinobacter M Kribbella
B Gemmatimonas M Paenibacillus B Comamonas

Figura 26- Diversidade bacteriana obtida através de sequenciagdo de nova geracdo de residuos de
garum.

Dentro de populacdo bacteriana o género Marinobacter, possui bactérias que sao
amplamente distribuidas em todos os oceanos, estando associadas a ambientes marinhos
costeiros (Hedlund, et al., 2001, Martin, et al., 2003). A identificacdo deste género de
bactérias é um indicio de que estamos perante um alimento que foi produzido a base de
peixe. Por outro lado, a grande presenca de bactérias laticas € indicativa do tipo de

fermentagao.
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O estudo de artefactos arqueologicos pode representar uma fonte de informacgoes
importantes acerca dos processos de conserva de alimentos dos nossos antepassados. As
anforas foram amplamente utilizadas para o transporte, transformacgéo e armazenamento de
produtos alimentares no Império Romano e o garum, um preparado piscicola que esteve
entre os condimentos mais utilizados e amplamente produzidos no Antigo Império Romano,
foram os objetos deste estudo. A identificagdo das comunidades microbianas presentes
nestes artefactos arqueoldgicos pode constituir uma importante ferramenta na clarificacao
da utilizaco destes objetos e dos processos fermentativos usados na
preservacdo/transformacao dos alimentos.

Através de métodos dependentes de cultura, foi possivel isolar diversos
microrganismos. Os métodos de isolamento e amplificacdo de DNA permitiram detetar a
presenca de microrganismos e a utilizacdo de DNA metagendmico acoplado a SNG permitiu
identificar a presenca de diversos microrganismos, possibilitando a atribuicdo de alguns
processos fermentativos a estes artefactos arqueoldgicos. Foi possivel sequenciar, a partir de
DNA isolado de fragmentos de anforas, bactérias do género Sporolactobacillus,
Lactococcus e Acetobacter, microrganismos responsaveis pela fermentacéo lactica e acética
respetivamente. Relativamente a eucariotas destaca-se a
classe Saccharomycetes, relacionada  com a  fermentagdo  alcodlica, e o0
género Aureobasidium, constituinte da microflora presente nos bagos de uva e um agente de
biocontrolo natural de alguns fungos patogénicos da videira ou ainda 0S géneros
Candida e Lachancea que podem ser atribuidos a leveduras de fermentacdo do vinho. A
presenca de DNA de Vitis vinifera, espécie de videira, é outro indicio forte da utilizac&o dos
artefactos no transporte/producéo de vinho.

O estudo dos residuos de garum permitiu o isolamento de varias estirpes de bactérias
laticas, com capacidade de crescimento em concentracdes elevadas de NaCl. Por outro lado,
utilizando métodos independentes de cultura, com extracdo e analise de DNA metagenémico
por SNG nos residuos de garum, foi possivel a detecdo de bactérias laticas, evidenciando a
presenca de fermentacdo latica neste processo, e de bactérias do género Marinobacter,
bactérias amplamente distribuidas em ambientes marinhos costeiros, o que pode ser
indicativo da presenca de peixes oriundos do mar na producao do garum.

A pesquisa da comunidade microbiana em artefactos arqueologicos da-
nos informacdes importantes acerca dos processos de conserva de alimentos dos nossos
antepassados, sendo um enorme contributo para compreender as técnicas ancestrais de

transformacao de bens alimenticios. A possibilidade de detecdo destes processos em anforas,
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artefactos usados no transporte, pode conduzir-nos a importantes descobertas nas rotas
comerciais.

Na continuidade deste estudo seria interessante aplicar estas metodologias
estabelecidas a num maior nimero de amostras e ampliar o estudo a um maior numero de
artefactos, de forma a estabelecer uma ligacdo entre os microrganismos detetados e 0s
respetivos processos fermentativos. A metodologia desenvolvida pode ser aplicada na
identificacdo e atribuicdo de marcadores biologicos aos processos fermentativos de

transformacéo de alimentos e/ou as suas rotas comerciais.
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A. Composicdo dos meios de cultura e tampdes

Meios de cultura

> Meios de cultura solidos

e Yeast Production a-Dextrose (YPD)

10 g de extrato de levedura

-10 g peptona bacterioldgica

-20 g glucose

-20 g agar bacteriologico

Dissolveu-se tudo em 1 L de agua destilada. Em seguida autoclavou-se a 121°C

durante 20 min a 1 atm.

¢ Meio de Malte Extrato Agar — MEA

-20 g de extrato de malte

-1 g de peptona

-20 g de glucose

-20 g de agar

Dissolveu-se tudo em 1 L de agua destilada. Em seguida autoclavou-se a 121°C

durante 20 min a 1 atm.

e Meio de Nutriente Agar — NA

- 5 g de “Peptic digest animals”

- 1,5 g de “Beef extract”

- 1,5 g de extrato de levedura

- 5 g de Cloreto de sodio

Dissolveu-se tudo em 1 L de agua destilada. Em seguida autoclavou-se a 121°C

durante 20 min a 1 atm.

e Meio TSA

-15 g de peptona
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- 5 g de peptona caseina

- 5 g de peptona de papaoca de soja

-5 gdeagar

Dissolveu-se tudo em 1 L de agua destilada. Em seguida autoclavou-se a 121°C

durante 20 min a 1 atm.

e Meio MRS

- 10 g de peptona

- 8 g de “Beef extrat”

- 4 g de extrato de levedura

- 20 g de glucose

- 1 mL de Tween 80

- 2 g de Hidrogenofosfato Di-potassio
- 2 g de Acetato de sddio

- 2 g de Tri-amonium citrate

- 0,2 g de Sulfato de magnésio 7H-0

- 0,05 g de Sulfato de manganés 4H-O
- 15 g de agar

Dissolveu-se tudo em 1 L de agua destilada. Em seguida autoclavou-se a 121°C

durante 20 min a 1 atm.

» Meios de cultura liquidos

e Meio MRS

Tabela A 1- Composicdo do meio MRS liquido com diferentes concentragdes de NaCl.

[NaCl] 0% 2,50% 5% 7,50% 10% 15%
Peptona (g) 5
""Beef extract™ (g) 4
Extrato de levedura (g) 2
Glucose (g) 10
Tween 80 pL 500
Hidrogenofosfatode-potassio (g) 1
Acetato de sodio (g) 1
Sulfato de magnésio 7H-O (g) 0,1
Sulfato de manganés 4H:O (g) 0,025
Cloreto de sddio (g) 0 12,5 25 37,5 50 75
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Dissolveu-se tudo em 500 mL de agua destilada. Em seguida autoclavou-se a 121°C

durante 20 min a 1 atm.

Composicao de solucdes

e Solucéo de Azul de metileno saturada

Dissolver 1 g de Azul de metileno e 2 g de Cloreto de s6dio em 100 mL de agua

destilada

e Tampado de lise:

Tris-HCI - 50mM; NaCl - 250 mM; EDTA - 50 mM; SDS — 0.3%; pH 8

Dissolver 0,3030 g de Tris-HCI, 0,7305 g de NaCl e 0,9305 g de EDTA em 40 mL
de 4gua ultra-pura e acertar a pH 8. Depois, transferir para um baldo e perfazer o volume a 50
mL com agua ultra-pura. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 min, deixar arrefecer e

adicionar 0,1500 g de SDS. Guardar a temperatura ambiente.

e Tampéo de extracdo (TE)

Tris — 10mM; EDTA — 1mM; pH 8
Dissolver 0,3029 g de Tris e 0,0931 g de EDTA em 200 mL de agua ultra-pura
e acertar a pH 8. Depois, transferir para um baldo e perfazer volume a 250 mL com
agua ultra-pura. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15min e guardar a

temperatura ambiente.

e Gel de agarose 1%

-0,65 g de agarose

-65 mL de TBE 0,5x

Aqueceu-se até a agarose estar totalmente dissolvida. Depois de arrefecer,
adicionaram-se 6,5 uL de SYBR green (corante de DNA), agitou-se ligeiramente e colocou-

se no suporte para géis com o pente adequado e deixou-se solidificar.
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Anexos

B. Tabelas de isolamentos de microrganismos

Tabela B 1 - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 1 da pega 1.

o Aspeto das colonias na placa ) .
Codigo Aspeto microscopico
Frente Verso

Bacillus

Gram +

Bacillus

Gram +

Bacillus

Gram +

Bacillus

Gram +

Bacillus

Gram +

Bacillus

Gram +
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Anexos

Tabela B 1 (Cont.) - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 1 da peca 1.

_ Aspeto das coldnias na placa ) o
Cédigo Aspeto microscopico
Frente Verso

5 Bacillus
Gram +
Bacillus
]
Gram -
Bacillus
Q
Gram +
Tabela B 2 - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 2 da pega 1.
o Aspeto das coldnias na placa ) o
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso
Bacillus
A
Gram +
Bacillus
B
Gram +
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Anexos

Tabela B 2 (Cont.) - Identificagcdo dos microrganismos isolados da camada 2 da peca 1.

o Aspeto das coldnias na placa ) o
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso

Bacillus
D
Gram +
Bacillus
E
Gram +
Bacillus
K
Gram +
3-51 -
“?;} -
=6 0x Bacillus
G ¥
Gram +
Bacillus
J
Gram +

89



Anexos

Tabela B 2 (Cont.) - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 2 da peca 1.

o Aspeto das coldnias na placa ) o
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso

Bacillus
R
Gram +
Bacillus
S
Gram +
Tabela B 3 - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 3 da pega 1.
o Aspeto das coldnias na placa ) .
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso
S - A
S R T Bacillus
N o B4 Gram +
R N
G e -~ =y N
4 i A ad -y
AT
| ‘\. “t.'\. ‘»’é
;”h ~« 27 St ]
st ) ;e'f.-“t\.-' i Bacillus
HETS T e AR s =5
C g ’*“’/: ;".k"' .'l‘ G
; 3'3_‘?:::(_',‘_, Ay ram +
U P "" T \
“’ '_‘-'VI)' B 728 3
b1 e A I
Winihis L P )
R T R Bacillus
F
Gram +
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Anexos

Tabela B 3 (Cont.) - Identificagcdo dos microrganismos isolados da camada 3 da peca 1.

Aspeto das coldnias na placa
Cddigo Aspeto microscopico
Frente Verso

G Bacillus

Gram +

Bacillus
H

Gram +

Bacillus
J

Gram +

Bacillus
K

Gram +

Bacillus
Q Gram +

Bacillus
T

Gram +
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Anexos

Tabela B 4 - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 4 da pega 1

o Aspeto das coldnias na placa ) .
Codigo Aspeto microscopico
Frente Verso

c Bacillus

Gram +

Bacillus
M

Gram +

Bacillus
N

Gram +

Bacillus
Q

Gram +

Bacillus
S

Gram +

Bacillus
T

Gram +
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Anexos

Tabela B 5 . Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 5 da peca 1

o Aspeto das coldnias na placa ) o
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso

Bacillus
L
Gram -
Bacillus
O
Gram -
Tabela B 6 - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 1 da peca 2
o Aspeto das colonias na placa ) o
Cddigo Aspeto microscopico
Frente Verso
Bacillus
A
Gram +
Bacillus
M
Gram +
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Anexos

Tabela B 7 - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 2 da pega 2

o Aspeto das colonias na placa ) o
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso

E1l Micélio sp.
Tabela B 8 - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 1 da pega 3
o Aspeto das colonias na placa ) o ) )
Cadigo Aspeto micrrroscopico  Microrganismo
Frente Verso
AL Bacillus
Gram +
Bacill
B1 acillus
Gram +
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Anexos

Tabela B 9 - Identificagdo dos microrganismos isolados da camada 2 da pega 3

o Aspeto das colonias na placa ) o
Cadigo Aspeto microscopico
Frente Verso

Bacillus
Al
Gram +
B1 Bacillus
Gram +
Tabela B 10 - Identificacdo dos microrganismos isolados da camada 3 da peca 3
o Aspeto das colonias na placa ) o
Cddigo Aspeto microscopico
Frente Verso
Y ]
AP |
o1 : - Bacillus
Tt Gram +
D1 Micelio sp.
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C. Quantificacdo de DNA

Tabela C 1 — Quantificagcdo de DNA dos isolados bacterianos.

Bactérias [DNA] pg/ mL AbS260/280 Abs260/230
Al 485,53 £+ 12,56 1,67 1,16
A2 425,76 + 3,87 1,71 1,17
A3 429,63 £ 14,60 1,69 1,18
A4 450,12 + 31,94 1,67 1,15
A5 425,00 + 14,42 1,69 1,16
A6 434,66 * 31,62 1,66 1,16
Bl 422,52 +10,45 1,68 1,14
B2 409,17 + 4,83 1,69 1,12
C1l 419,07 £ 5,36 1,68 1,14
C2 409,85 * 3,88 1,69 1,12
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