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RESUMO

A industria produtora de etanol tem ganhado cada vez mais espaco no cenario
econdmico brasileiro. No entanto, o processo fermentativo que tem a cana-de-agucar
como a principal matéria-prima para o substrato (caldo), ainda encontra fatores
limitantes que diminuem a eficiéncia do bioprocesso. O principal € a contaminacao
bacteriana, que pode causar floculacdo e formacdo de espuma. Além de diminuir o
rendimento da fermentacdo, devido ao consumo de aguUcares pelas bactérias. E
consequentemente, a producdo de &acidos (principalmente acético e latico) por
bactérias contaminantes pode prejudicar a viabilidade celular das leveduras que
realizam a fermentacdo. Neste contexto o seguinte trabalho teve como objetivo
realizar a metabolomica do vinho delevedurado coletado em uma usina produtora de
etanol em diferentes dias, e identificar os metabdlitos presentes em dias de alto e
baixo nivel dos seguintes parametros pertinentes a fermentacéo sendo eles: eficiéncia
da fermentacdo, viabilidade celular e contaminacdo. Para isto foi utilizado a
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS), usando a
metodologia de extracdo de metabolitos extracelular. Através do estudo dos dados
gerados, utilizando a anadlise estatistica foi possivel identificar perfis metabdlicos
diferentes no vinho ao comparar com as situacdes estabelecidas. Os metabdlitos
identificados no estudo, foram os mesmo encontrados na literatura em trabalhos
realizados em escala laboratorial, mesmo com a complexidade biol6gica que € o
ambiente industrial. Isso significa, serem futuramente importantes biomarcadores para
0 monitoramento do processo fermentativo.

Palavras-chaves: Fermentacdo, Metabolébmica, Eficiéncia da fermentacéo,
Viabilidade celular, Contaminacéo bacteriana






1. INTRODUCAO

Desde a década de 70, quando foi implementado o programa Proalcool a producéo
de etanol, tendo a cana-de-agUcar como a matéria-prima para o processo fermentativo
tem ganhado espaco no cenario econdmico brasileiro. Ao decorrer dos anos, a
industria ganhou investimentos cientificos e tecnoldgicos para suprir a demanda que
aumentou ainda mais com a criagdo da tecnologia dos carros “Flex”. Assim, o etanol
passou a ser uma alternativa aos combustiveis fosseis, cujo o mercado € dominado
por poucos paises e seus precos flutuam constantemente. E diminuindo também a
emissao dos gases GEE (gases do efeito estufa). (LOPES et al., 2016).

O etanol é produzido a partir da fermentacao alcodlica, um bioprocesso realizado
por leveduras, que séo organismos unicelulares com alta capacidade fermentativa que
convertem os agucares em alcool e CO2. H4 uma ampla variedade de matérias-primas
gue podem ser utilizadas como substratos para a fermentacdo, estas podem ser
dividas em 3 grupos principais. As que contém grande quantidade de acgucar
facilmente fermentesciveis (cana-de-acgucar, beterraba, sorgo), o grupo que engloba
os amidos (milho, arroz, trigo) e por fim o grupo celulésicos (palha de milho, espigas
de milho, bagaco de cana). No Brasil, tradicionalmente temos como matéria-prima
para a producao do etanol, o caldo de cana-de-acucar. Geralmente, incorporado com
melaco, que sdo depositados em grandes biorreatores conhecidos também como
dornas, e com a adi¢do das leveduras. Apos a fermentacdo temos origem ao mosto
fermentado que em seguida é centrifugado para a separacdo da biomassa celular e
assim dando origem ao vinho delevedurado, que sera entdo destilado para separacéo
do etanol (ALEXANDRINO, 2012).

Grande parte das melhorias vieram principalmente dos investimentos feitos na
ciéncia e tecnologia, para otimizar e melhorar os processos de producédo de etanol.
Como por exemplo, a selecdo de leveduras que sdo mais eficientes e possuem uma
maior resisténcia ao ambiente de estresse, que sao submetidas durante a
fermentacao. Outro grande avanco, foi em garantir uma melhor qualidade da matéria-
prima, gracas ao melhoramento genético e melhores técnicas de cultivo e colheita da
cana-de-agucar (BONATELLI, 2016).

Mesmo com 0s avancos, a industria sucroalcooleira ainda encontra fatores
limitantes ao seus processos, principalmente o fermentativo que € feito em condi¢bes

nao asseépticas e por isso geralmente sujeito & contaminagdo por microrganismos
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indesejaveis, como bactérias e leveduras selvagens. Altos indices de contaminagéo
trazem uma perda significativa na producdo do etanol. A producdo de &acidos
organicos (como o aceético, latico, succinico) por bactérias heterofermentativas,
prejudicam a viabilidade de celular das leveduras o que acarreta em baixo rendimento
fermentativo, além de consumirem os agUcares que iriam para a formacéo de etanol.
Pode também, trazer problemas como floculagdo, aparecimento de espumas que
geram um custo maior para a producdo, devido ao uso de antibidticos e
antiespumantes (BREXO; SANT'ANA, 2018).

Para o estudo dos metabdlitos primarios relacionados ao processo fermentativo,
como por exemplo etanol, glicerol, acucares, entre outras substancias, a técnica
analitica da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas vem sendo
utilizada. A sensibilidade desta técnica que permite a identificacdo de uma série de
moléculas que ajudam a tracar o perfil metabdlico ocorrido na fermentacao
(BONATELLI, 2016).

O presente trabalho teve como objetivo a identificacdo dos principais metabdlitos
diferenciais abundantes em amostras de vinho analisada pela técnica de

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas GC/MS.
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2. OBJETIVO

O objetivo principal do trabalho foi a identificacdo dos principais metabdlitos
presentes em amostras de vinho, analisados por cromatografia gasosa acoplado

a espectrometria de massas.
2.1. Objetivos especificos

Usar os metabdlitos identificados nas analise do vinho e estabelecer relacéao
aos parametros pertinentes a fermentacdo sendo eles: Eficiéncia da fermentacao,
viabilidade celular e contaminacdo bacteriana para os dias que as amostras foram
coletadas. Também pretende-se verificar a eficiéncia da metodologia para a anélise

dos metabdlitos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Etanol no Brasil

As primeiras tentativas de uso do etanol no Brasil teve inicio no comec¢o do
século XX. Com as primeiras experiéncias nas usinas produtoras de acucar
nordestinas de misturar o alcool a gasolina comum. Essa foi uma maneira encontrada
para driblar a falta de combustivel fossil, cada vez mais escasso por causa da segunda
guerra mundial (MARCOCCIA, 2007)

Na década de 70, com a crise o petrdleo, quando o barril alcancou precos
altissimos, o Brasil se viu na busca por solu¢cbes alternativas ao uso destes
combustiveis. Foi entdo intensificado o uso e producédo de etanol com o Programa
Nacional do Alcool (Prodlcool). Na sua primeira fase em 1975, foi incorporado a
gasolina comum 20% de etanol, o percentual limite para que 0s carros com poucas
modifica¢des funcionassem de maneira eficiente. Na segunda fase em 1979, tem-se
inicio a fabricac@o dos primeiros carros movidos a etanol (LOPES et al., 2016).

No fim da década de 80, houve uma grande retracdo no preco do petréleo e o
acucar voltou a ter seu preco valorizado. Estes fatores levaram o governo parar com
as acdes do Proalcool e ndo fornecer os subsidios necessarios para equilibrar os
precos do etanol em relacdo a gasolina. Assim a fabricacdo de veiculos que
funcionavam com etanol foi extremamente reduzida. Sua retomada se deu em 2003,
com o0 surgimento de carros com tecnologia Flex, cujo os motores funcionam
utilizando, alcool, gasolina ou uma mistura de ambos (DONKE, 2016).

Em 2004, foi o comeco de uma competitividade entre os precos do etanol e da
gasolina, devido a alta do petréleo no cenario internacional e o desenvolvimento da
tecnologia de carros “Flex”. Gragas a essa tecnologia, 0 consumidor pode escolher o
combustivel que mais lhe convenha, além de substituir o uso de aditivos toxicos a
gasolina e melhorar a qualidade do ar de varios centros urbanos, e consequentemente
diminuir a dependéncia pelo petrdleo e a emissdo dos gases GEE (gases de efeito
estufa) (LOPES et al., 2016).

Na safra de 2015/2016, a producéao brasileira de etanol foi cerca de 30 bilhdes

de litros, dos quais 3 bhilhdes foram exportados, gerando um ganho de US$ 1 bilhdo.
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Em relacdo a emissdo de CO2, o Brasil emitiu em 2014 em média 0,581 Gt na
atmosfera, enquanto que a emissdo mundial teve uma média de 355 Gt
(RAGHAVENDRAN et al., 2017).

3.2. Processo de fermentacdo para a producao do etanol

Atualmente, para a producéo de etanol, o bioprocesso conhecido também como
fermentacao alcodlica ou etanolica, é a principal via industrial utilizada. Este processo
é realizado por leveduras, que sdo organismos unicelulares com metabolismo
facultativo. Quando na falta de oxigénio realizam a fermentacdo e convertem o0s
acucares de seus substratos em etanol, energia, biomassa, CO:2 entre outros
subprodutos (LOPES et al., 2016).

Ha uma ampla variedade de matérias-primas que podem ser utilizadas como
substratos para a fermentacado, estas podem ser dividas em 3 grupos principais. As
gue contém grande quantidade de acucar facilmente fermentesciveis pelas leveduras
(cana-de-acgUcar, beterraba, sorgo), o grupo que engloba os amidos (milho, arroz,
trigo) e por fim o grupo celulésico (palha de milho, espigas de milho, bagaco de cana).
Nestes dois ultimos grupos ha necessidade da hidrélise dos polissacarideos antes da
fermentacado, encarecendo assim o processo de producdo (ALEXANDRINO, 2012,
CAVALHEIRO, 2013).

No Brasil, a principal matéria-prima utilizada para a producdo de etanol é a
cana-de-acucar (Saccharum spp.). A cana ap0s chegar na usina € prensada, e o caldo
extraido pode ser utilizado diretamente como substrato para a fermentacéo. Outra
alternativa é o melaco, residuo da producéo de acucar, que pode ser diluido com agua
ou misturado com o caldo. Essa mistura, em muitas usinas se torna uma escolha
eficiente, pois a incorporacdo do melago ao caldo de cana adiciona nutrientes que
melhoram o desempenho da fermentacdo (BASSO et al., 2011; WALKER, 2011).

No contexto industrial, a levedura mais utilizada entre os microrganismos
fermentativos para a producao de etanol € a Saccharomyces cerevisiae. Esta espécie
consegue tolerar pH relativamente baixos, deixando a fermentacdo menos susceptivel
a contaminacdes bacterianas, além de proporcionar alto rendimento na fermentacao,
e de sua capacidade de suportar altos niveis de etanol (KASAVI et al., 2012; TESFAW;
ASSEFA, 2014).

14



Para uma melhoria no processo de produgéo de etanol de primeira geracéo
foram isoladas as estirpes de leveduras PE-2 e CAT-1. Foram avaliadas por muitos
anos, e concluiu-se que estas leveduras sdo capazes sobreviver as condicOes
industrias e competir com as leveduras selvagens, sendo entdo as mais utilizadas hoje
nas destilarias brasileiras. O que ndo acontece com as leveduras de panificacdo que
apesar de ser de facil aquisicdo e baixo custo, ndo conseguem competir com as
leveduras selvagens e sobreviver em ambientes estressantes como séo as dornas de
fermentacao industrial. (ALEXANDRINO, 2012; BASSO et al., 2008; CAVALHEIRO,
2013).

O processo de fermentacgéo para a producao de etanol ocorrem em biorreatores
de grande capacidade com cerca de 0,5 a 3 milhdes de litros, também conhecidos
como dornas. Neles sdo depositados os substratos, podendo estes ser como dito
anteriormente, o caldo de cana, o melacgo diluido ou a mistura de ambos, que contém
cerca de 18 a 22% de acucares redutores totais, juntamente com as leveduras. O
tempo de fermentacdo dura cera de 6-12 horas, considerado relativamente curto em
comparacao com outras matérias-primas utilizadas. Ao final da fermentacéo, tem-se
o mosto fermentado como produto final. Este é centrifugado para que ocorra a
separacdo da biomassa celular, e entdo temos o vinho delevedurado, que € enviado
para a etapa de destilacdo (BONATELLI, 2016; ZANARDI; JUNIOR, 2001).

A conducdo do processo fermentativo pode ser classificada de maneiras
diferentes, sendo continua ou descontinua. O processo conduzido de maneira
descontinua pode também variar em relacdo ao tipo de alimentacdo. Podendo ser
classificado como simples (batelada) ou descontinuo alimentado (batelada
alimentada). No processo descontinuo simples, o substrato e as leveduras sao
depositados até completar o volume total da dorna no inicio da fermentacéo, isto pode
levar a baixos niveis de rendimentos. J4 o de batelada alimentada representado na
Figura 1 € adotado por cerca de 85% das destilarias brasileiras, a adicdo do substrato
com a leveduras se da no decorrer do processos de fermentacéo. O processo continuo
(Figura 2) é utilizado por cerca de 15% das usinas. E caracterizado por ter os
biorreatores ligados em série e ter a alimentacéo, a retirada do vinho, assim como a
adicdo das leveduras executadas de forma continua. (BONATELLI, 2016;
VASCONCELOS, 2017).

15



Em ambos os processos temos o reciclo celular sendo utilizado em grade parte
das usinas ao final da fermentacéo. Esta técnica consiste em coletar as células usadas
no ciclo fermentativo por centrifugacdo, depois recebem um tratamento com acido e
sao reutilizadas em um novo ciclo (BASSO et al., 2011; LOPES et al., 2016)

Heat exchanger |

Juice Molasses Water

I | 1
! I ]
=

Fermentation
tanks

Must

Water + Acid ( ]

Yeast cream Raw wine

Centrifugation

[\/ ! Tank of

Recycled yeast

[

wine

<
e

Distillation

Figura 1: Representacéo do processo fermentativo de batelada alimentada com reciclo
celular adotado pelas destilarias brasileiras
Fonte: LOPES et al. 2016

Raw wine
Heat exchanger

Recycled yeast

‘Yeast treatment l

|
Yeast T:‘nh:(euf
cream
Centrifugation

Figura 2: Representagdo do processo fermentativo continuo com reciclo celular
adotado pelas destilarias brasileiras
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Fonte: LOPES et al. 2016

3.3. Contaminacao do processo

O processo fermentativo nas destilarias, normalmente é afetado pela
contaminacao de bactérias ou de leveduras selvagens, devido ao grande volume que
operam e sujeito a ambientes que ndo se encontram em condi¢des assépticas. Apesar
de todo investimento técnico-cientifico no decorrer dos anos, a contaminagcdo no
processo fermentativo é ainda um fator limitante no rendimento para a producao de
etanol (BREXO; SANT'ANA, 2018; BASSO et al., 2011).

A contaminacdo bacteriana causa um maior desvio de acUcares para a
producdo de metabdlitos bacterianos, como acido latico e acético. Estes que
influenciam a viabilidade celular das leveduras, e ainda podem causar a floculagéo e
formacdo de espumas. Fatores que contribuem para uma queda significativa no
rendimento do processo de producdo de etanol. Segundo BREXO (2018) uma
contaminacdo na fermentacdo acima de 107 unidades formadores de colbnia
(UFC/mL) é responséavel pela queda de 1 a 5% por dia na producdo de etanol. A
contaminacgao bacteriana pode também ocasionar problemas operacionais na planta
industrial, como a producédo de gomas que, muitas vezes causam entupimentos nas
tubulacbes. Quando se tem altos indices de contaminacdo, o0 gasto com
antiespumantes e antibiéticos aumenta os custos de producao.

De acordo com CHERUBIN (2003), o0s grupos de microrganismos
contaminantes encontrados nas destilarias sdo a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas como as do géneros Acetobacter, Lactobacillus, Bacillus, Clostrium,
Enterobacter, Leuconostoc e Streptococcus.

No processo fermentativo, 0s maiores prejuizos sao causados pelas bactérias
laticas (BLs), com destaques para os géneros Bacillus e Lactobacillus, e as espécies
L. fermentum e L. helveticus. A reducdo do rendimento no processo de fermentacao
pela contaminacdo destas bactérias se da quando uma molécula de glicose é
convertida em duas de acido lactico. Consequentemente, duas moléculas de etanol

sao deixadas de ser produzidas. Sem contar o fato do acido lactico ser toxico para as
17



leveduras, causando uma reducdo no numero de células de leveduras vivas no
processo (CHERUBIN, 2003; GOMES, 2009).

3.4. Metabdlitos primarios

Metabolismo celular se define pelas somas das reac¢des interconectadas, sejam
elas catabdlicas ou anabodlicas, que sao reguladas por enzimas, nas quais ocorrem as
transformacdes das moléculas organicas (NELSON; COX, 2014).

Sao considerados metabdlitos, produtos intermediarios ou finais das reacdes
enzimaticas, sendo os maiores indicadores de atividades bioquimicas de um
organismo (ALONSO et al., 2015). Os conjunto dessas pequenas moléculas vindo das
rotas centrais metabdlicas que ocorrem em todas as células e acompanham o curso
da evolucao, sdo chamados metabdlitos primarios. Estas moléculas sao solUveis em
agua, podendo ser polares ou carregadas. Compreendem este grupo os nucleotideos,
0S aminoacidos mais comuns, 0s acucares e seus derivados fosforilados e os acidos
carboxilicos (NELSON; COX, 2014).

Sao importantes informativos de estados fisiolégicos e também patoldgicos
tornando-se, assim, fortes biomarcadores para alteracdes nas estruturas celulares
(ZHANG et al., 2018). Segundo Piazza e colaboradores (2018), os estados
nutricionais, assim como as condi¢cdes ecoldgicas e de estresse influenciam niveis de
milhares de metabdlitos, assim estas moléculas mediam sinais para diversos eventos

moleculares.

3.5. Metabol6mica

Metaboloma, segundo Nelson e Cox (2014) pode ser definido como um
conjunto de pequenas moléculas em uma célula que estdo sob uma série de
condicoes especificas. A ciéncia da familia das “6micas”, que é voltada para uma
analise sistematica com um fornecimento qualitativo e quantitativo dos metabdlitos
presentes em um determinado organismo é chamada de Metaboldomica (ABDELNUR,
2011).
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A metabolomica pode ser utilizada para diferentes estudos. Como a busca por
alteracdes metabdlicas do organismo que estd submetido a condi¢cdes de estresse
induzido, sendo ele de origem quimica, fisica ou biolégica. Nestes casos a diferenca
nas amostras, que se encontram em condicfes ecofisioldgicas diferentes sao feitas
pela identificacdo de subconjuntos dos metabdlitos. Para identificar e quantificar estes
compostos temos, de acordo com as caracteristica de cada classe de moléculas,
equipamentos e metodologias diferentes (ABDELNUR, 2011; FUNARI et al., 2013).

Nos estudos metabolémicos encontramos dois tipos de analise: analise de
metabdlitos segmentadas ou também chamada de andlises direcionadas, onde temos
como objetivo um grupo de metabdlitos intracelular (GAO; XU, 2015). Utilizando este
tipo de andlise XIA et al. (2013) conseguiram identificar metabdlitos envolvidos
diretamente com a sintese do tracolimo, um farmaco imunossupressor produzido por
fermentacao industrial pelas espécies de leveduras Streptomyces. Muitos destes
metabdlitos identificados pela primeira vez forneceram potenciais pontos de regulacéo
para a manipulacdo externa.

Outra forma de analise também existente é a ndo-segmentada que € usada
como uma estratégia para perfilar os metabdlitos existentes no meio extracelular
(ZHANG et al., 2018). ZHA e colaboradores (2014) realizou um estudo utilizando a
técnica da metaboldbmica ndo-segmentadas para a identificacdo de inibidores que

reduzem o rendimento da fermentacéo em hidrolisado de biomassa celular.

3.6. Espectrometria de massas - MS

Umas das ferramentas que esta sendo comumente usada para a abordagem
de dados metabol6micos é espectrometria de massas (MS), por ser um instrumento
sensivel e possuir uma maior capacidade de identificar moléculas em amostras
biolégicas complexas (ABDELNUR, 2011). No espectrbmetro de massas,
primeiramente ocorre a ionizagdo das moléculas, depois estas movem-se em um
campo elétrico sado detectadas e analisadas. Os dados em cada ponto do tempo sao
gerados com espectros de massa diferentes em relacdo a sua massa/carga (m/z)
(ABDELNUR, 2011; LIU; LOCASALE, 2017). O equipamento é dividido em quatro
partes importantes para realizagdo das andlises, sdo elas: sistema de introducéo da
amostra, fonte de ionizacdo, analisador e detector, como mostrado na figura 3

(IGLESIAS, 2012).
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Para uma melhor identificacdo das amostras de moléculas biologicas
complexas, um sistema de introducdo que faz uso da separagdo por cromatografia €
acoplado ao espectrometro de massas. Estes por sua vez, podem ser a cromatografia-
liquida (LC-MS), cromatografia-gasosa (GC-MS) ou a eletroforese-capilar (CE-MS),
gue proporcionam uma separacao antes da amostra ir para a fonte de ionizacao (GAO,;
XU, 2015).

|
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Figura 3: Diagrama de blocos representando o sistema de funcionamento do
espectrometro de massas
Fonte: SKOOG, 2006

3.7. Cromatografia gasosa — GC

A cromatografia gasosa é uma técnica usada para a separacao de gases e
substancias volateis sem que ocorra a decomposicéo. Nela temos na fase movel um
gas que ao contrario de outras cromatografias, ndo interage com as moléculas da
amostra em andlise. E a fase estacionaria geralmente um liquido, mas em alguns
casos pode ser um solido, que esta contido em uma coluna (SKOOG et al., 2006).

Na cromatogréafica gasosa cujo o fluxograma é demostrado na figura 4. Temos
a introducdo da amostra que é vaporizada antes da injecdo da fase mével, que é o
gas de arraste, podendo ser ele hidrogénio, oxigénio ou argdnio. Assim, 0 gas se
desloca pela coluna, arrastando os componentes da amostra. As substancias de
maiores interacdes com a fase estacionarias ficam retidas por mais tempo separando-
se assim das que possuem menores interacdes. Dessa forma, a medida que as
moléculas eluem da coluna séo analisadas pelo detector, dependendo do
equipamento também podem ser quantificadas (REGIANI et al. 2013).
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Figura 4: Diagrama de blocos representando o sistema de funcionamento do
espectrometro de massas
Fonte: SKOOG, 2006

Uma questdo para que as amostras sejam eluidas na coluna do GC é ela ser
volatil na faixa de temperatura que o equipamento trabalha. Com isso, moléculas com
0 peso molecular alto, que requerem altas temperaturas para volatiza-las,
decompondo a coluna do GC, ndo podendo assim serem analisadas pelo
equipamento. As moléculas pequenas, no entanto altamente polares como o caso dos
acucares e aminoacidos, que necessitam de alta energia para quebrar as ligacdes
intermoleculares para entdo serem vaporizadas, também ndo podem ser analisadas
pelo GC. No entanto para contornar a situacao faz uso das técnicas de derivatizacao
guimica com agentes trimetilsililantes nas amostras, antes de serem analisadas. Onde
temos a conversao dos grupos polares em grupos com por¢cdes menos polares,
afetando assim favoravelmente as caracteristicas de adsorcao e pressao de vapor,
tornando a molécula alvo volatil podendo assim ser analisada (KAAL; JANSSEN,
2008).

3.8. GC-MS

No método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) este método tem-se tornado muito Util na analise de metabdlitos. Pois, tem
a vantagem de fornecer dados com alta resolucéo e analises eficientes. Pois temos a

combinacgao do alto poder de separacéo da cromatografia gasosa, juntamente com a
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identificacdo das moléculas com base em uma medicdo precisa da sua massa
(SPANIK; MACHYNAKOVA, 2018).

Uma das fontes de ioniza¢do mais usadas nos equipamentos de GC/MS € a de
impacto por elétrons (IE). Na qual um feixe de elétrons de alta energia (tipicamente de
70 eV) bombardeando as moléculas e produzindo fragmentos. Estes podem ser ions
positivos, ions negativos e espécies neutras. Entdo temos os ions positivos sendo
movidos para o analisador por meio da forca eletrostatica. No analisador que se
encontra também em condicbes de vacuo, temos a separacdo dos ions de acordo
com sua m/z, que pode ser feita de diferentes maneiras dependendo do tipo de
equipamento. Os tipos mais comuns dos analisadores sao 0 quadrupolo, lon trap ou
TOF. Na ultima etapa, depois dos ions terem atravessado o analisador eles chegam
ao detector, onde apés uma colisdo eles conseguem ser detectados. Com estes
choques € gerada uma corrente elétrica que posteriormente serd registrada,
acumulada e convertida em um sinal no espectrdmetro de massas (SKOOG, 2006;
REGIANI et al. 2013).

Dentre as vantagens de usar o equipamento GC/MS para analises
metaboldémicas, tem-se: uma tecnologia robusta e amadurecida com tempo de uso,
com sua alta sensibilidade consegue-se uma ampla cobertura de metabdlitos nas
analises, e principalmente para este tipo de equipamento tem-se grande banco de
dados e softwares para a identificacdo dos metabdlitos. Em contrapartida, podemos
também citar alguns aspectos negativos por exemplo, ndo € adequado para moléculas
nao volateis ou termicamente fragilizadas, necessitando assim em alguns casos da
etapa de derivatizacdo. as analises sdo demoradas, uma média de 20 a 30 minutos
por amostra (GAO; XU, 2015; WISHART, 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aquisicao das amostras

Neste trabalho as amostras de vinho delevedurado foram cedidas pela empresa
de agucar e élcool da regido de Piracicaba — SP durante os meses de junho, setembro
e outubro da safra de 2015/2016. Todos o0s experimentos, assim como O
processamento dos dados foram realizados no Laboratorio Max Feffer de Genética de
Plantas, localizado no Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz — ESALQ/USP, durante os meses de outubro/2017 a margo/2018.
Sob a coorientacao do professor Dr. Carlos Alberto Labate.

Para uma analise comparativa, as amostras de vinho foram divididas em dois
grupos (alto e baixo nivel), em relacdo aos parametros de eficiéncia da fermentacao,
viabilidade celular e contaminacdo bacteriana. Os valores destes parametros foram
fornecidos pela propria usina, com base nas metodologias la realizadas. Assim,
conseguimos identificar e comparar os metabdlitos potencialmente significativos. As
amostras foram processadas com 3 replicatas técnicas, ndo foi possivel obter

replicatas bioldgicas pela complexidade do ambiente industrial.

4.2. Extracdo de metabdlitos e derivatizacao

As amostras de vinho coletadas na usina foram centrifugadas a 4°C, por 15
minutos a 16000g. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado para posterior
extracdo dos metabdlitos.

Seguindo o protocolo proposto por Bonatelli (2016) para a extracdo de
metabdlitos 200 pL de vinho foram adicionados a 500 pL de solu¢cdo composta de
metanol (MeOH), &gua (250 pL de cada) e 500 pyL de diclorometano (CH2Cl2).
Juntamente com os solventes foram adicionados os padrfes internos: acido succinico,
acido miristico e 4cido palmitico, para a marcacao isotépica. Em seguida as amostras
foram agitadas em vortex por 1 minuto. Para a separacdo das fracdes polares, as
amostras foram centrifugadas a 12000g por 10 minutos a 4°C. As fracbes polares
foram coletadas e filtradas com o filtro de Whatmann de 0,2 um e cerca de 300 pL foi
transferido para novos vials.

A analise no GC/MS foi realizada ap6s a liofilizacdo de 200 pL das amostras a

-50°C por 3 horas em um liofilizador (ModulyoD Freze Dryer Thermo). A derivatizacao,
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que é a diminuicdo das fracbes polares para fracdes polares menores, com isso
diminuir o ponto de ebulicdo e n&o danificar o equipamento. Foi realizada adicionando
30 pL de metoxiamina (15 pL/ yuL) em piridina, agitadas no vortex por 1 mim e depois
deixadas reagindo por 16 horas no escuro a temperatura ambiente. Apos o tempo da
reagao foram adicionados 30 pL de MSTFA (N-metiltrimetilsilil-trifluoroacetamida) com
1% de TMCS (trimetilclorosilano) para a silacéo, e deixadas por mais 1 hora reagindo
em temperatura ambiente. Em seguida 30 puL de heptano com 15 ng/uL de metil-
esterato foram adicionados para finalizar a reacdo e as amostras serem analisadas
pelo GC/MS.

4.3. Analise de metabdlitos pelo GC/MS

Para realizacdo das analises, o material derivatizado foi injetado em um
cromatdgrafo gasoso 7890A (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). As amostras
foram injetadas de maneira automatica com auxilio de um injetor Split/Splitless na
funcéo Splitless e um amostrador também automatico (auto sampler-CTC Combi Pal
Xt Duo CTC, Analytics AG, Switzerland). A temperatura de injecdo da amostra foi de
280°C e o fluxo purge do septo foi de 20 mL/mim e com duragéo de 60 segundos. A
vazao do gas hélio foi constante pela coluna com o fluxo de 1 mL/mim. A temperatura
de primeira coluna foi mantida por 2 minutos a 80°C, e depois aumentada em 15°C a
cada minuto até atingir a temperatura de 305°C, temperatura esta mantida por mais
10 minutos.

O eluente foi inserido no equipamento CG x GC-TOFMS (Pegasus 4D,Leco, St.
Joseph, US) e para possibilitar o calculo para o tempo de retencdo uma série de n-
alcanos (C12— Cao) foram utilizadas. A fonte ionizadora é equipada com duas colunas
de silica fundidas sendo que a coluna da primeira dimensdo (DB 5-Agilent J&W
Scientific, Folsom, CA, USA) tem 20 m de comprimento (com 0,18 mm de diametro
interno x 018 pm de filme). A coluna da segunda dimensdo (RXT-17, ResteK
Corporation, Bellefonte, PA, USA) tem 0,84 m de comprimento (com o diametro interno
de 0,10 mm x 0,10 um de filme). As temperaturas da linha de transferéncia e da fonte
de ionizacdo foram ajustada para 280°C e 250°C respectivamente. A geracado dos
ions foi feita por um feixe de elétrons de 70 eV em uma corrente de ionizagéo de 2,0
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mA. Com a voltagem do detector ajustada para 1500 V, foram registrados 10
espectros por segundo em uma faixa de m/z de 45 e 800.

4.4, Processamento de dados

Os dados foram processados da seguinte maneira: primeiramente 0s
cromatogramas gerados foram processados pelo software ChormaTOF v.4.51, onde
a correcao das linha base foi feita e também a transformacéo dos arquivos que foram
gerados pelo equipamento para o formato netCDF. Para realizar a desconvolucao dos
picos cromatograficos, obtencédo do indice de retencéo (RI), a retificacdo do tempo de
retengéo (RT), assim como o alinhamento dos picos com a biblioteca de dados Golm
Metabolome Database (GMD) (http://gmd.mpimpgolm.mpg.de/) e assim identificacéo
dos metabdlitos, foi utilizado o pacote TargetSearch no ambiente R (CUADROS-
INOSTROZA et al., 2009).

ApoOs este procedimento os dados foram gerados em formato de texto (.txt) e
depois convertidos para do formato Excel, onde conseguimos realizar uma maior
filtragem dos dados. Assim foram considerados validos os metabdlitos com espectros
de similaridade (scores) superior a 600 e também os metabdlitos que possuiam trés
OuU mais massas caracteristicas iguais. Também foram excluidos metabdlitos da
classe dos siloxano e derivados, estes pertencentes a coluna cromatografica. Apos
serem ordenados por ordem alfabética, foi feita também a soma dos metabdlitos que
possuiam numeros de identidade diferentes, contudo possuiam 0 mesmo nome. Ao
final do processamento e filtragem dos dados foi feita a normalizacdo dos metabdlitos

pelos valores da contagem iénica total (TIC) de cada amostra.

4. 5. Andlise estatistica dos dados

Primeiramente em relacéo as analises estatisticas dos parametros usados para
a diferenciagdo das amostras, foi utilizado o Teste t de Student (YANG-CHUN et al.
2017) e foi verificado que realmente temos uma variancia entre 0s grupos.

As andlises estatisticas dos dados processados foram feitas utilizando o
programa online MetaboAnalyst 4.0 (disponivel em:
http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/) (XIA et al., 2009) .Como os dados ja

haviam sido normalizados pelo TIC, somente foi feito a transformacao logaritmica (log
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2) e escalonamento por Pareto (OANCEA; PIRJOL; ANDREI, 2018; PACKARD,
2017).
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise Estatistica dos parametros de eficiéncia da fermentacgéo
(EFIFERM), viabilidade celular e contaminacéo pelo Teste t.

Para podermos comparar os metabolitos nas condicdes de altos e baixos niveis
de EFIFERM (eficiéncia da fermentacado), viabilidade e contaminagdo do vinho.
Primeiramente precisamos saber se os valores destes parametros sdo diferentes
estatisticamente, Para isto, usamos o Teste t também conhecido como Teste t de
Student. Nesse tipo de andlise estatistica quando o valor de p for menor que o valor
de limite (a) que € de 0,05 temos uma diferenca estatistica significativa entre os grupos
analisados (FENG; HUANG; MA, 2017).

Para a separacéo dos grupos com relacdo a EFIFERM definimos que, amostras
coletadas em dia que a EFIFERM foi menor que 87% séo consideradas como de baixa
eficiéncia de fermentacdes e amostras coletadas no dia em que a EFIFERM foi maior
de 87% foram consideradas como de alta eficiéncia de fermentacéao.

A tabela abaixo (Tabela 1) mostra o resultado do Teste t realizado para verificar
se a diferenca entre as amostras com relagéo a estes dois niveis € estatisticamente

significativa.

Tabela 1: Resultado Teste t feito com valores da eficiéncia da fermentacéo (EFIFEM)

Média 92.268 85.03
Variancia 12.2079 3.391733
Observacdes 20 4
Hipotese da diferenca de média 0
Gl 8
Stat t 5.993644
P(T<=t) bi-caudal 0.000326
t critico bi-caudal 2.306004

Para analises das amostras quanto a viabilidade celular definimos de maneira
semelhante a eficiéncia da fermentagédo. No entanto, amostras coletas em dias que a
viabilidade celular foi menor que 70% foram consideradas de baixa viabilidade. Ja
amostras coletadas quando a viabilidade foi superior a 70% foram consideradas de
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alta viabilidade. Na tabela abaixo, temos o resultado do Teste t para a avaliacdo das

diferengas estatisticas entre os grupos.

Tabela 2: Resultado do Teste t para viabilidade celular

Média 77.9305 64.82
Variancia 23.1535 6.1165
Observacoes 20 5

Hipotese da diferenca de

média 0
Gl 13
Stat t 8.496535
P(T<=t) bi-caudal 1.15E-06
t critico bi-caudal 2.160369

Para o parametro de contaminacao também foram feitas anélises de maneira

semelhante as anteriores. Amostras coletadas em dias que a contaminacéo

bacteriana foi inferior a 10’/mL determinamos como de baixa contaminacdo, e

amostras de dias que a contaminacéo foi superior a de 10’/mL determinamos como

de alta contaminacao. Assim também temos o resultado do

verificacdo da andlise estatistica.

Tabela 3: Resultado Teste t para contaminacao do vinho

Teste t (Tabela 3) para a

Média 0.372778
Variancia 0.064927
Observacdes 18
Hipotese da diferenca de média 0
Gl 5
Stat t -4.19598
P(T<=t) bi-caudal 0.008522
t critico bi-caudal 2.570582

1.573333
0.469547
6

Em todos os casos percebemos que ha um valor de p menor que um alfa (a)

com um valor de 0,05. Assim, confirmamos que ha uma diferenca estatistica entre os

grupos que as amostras foram classificadas.
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5.2. Anédlise estatistica dos metabdlitos obtidos das analises de vinho em
relacdo a eficiéncia da fermentacdo (EFIFERM)

Apés o0 processamento dos dados, identificagdo dos metabolitos e das
normalizacbes feitas, foi gerada uma planilha com o total de 307 metabdlitos
resultantes das 82 amostras, as quais separamos de acordo como mostrado no item
5.1.

Para avaliarmos as possiveis distingcdes dos metabdlitos entre os grupos em
analises metabol6micas, fazemos o uso de técnicas de analises estatisticas
multivariadas, devido a complexidade de varidveis geradas pelo processamento de
dados. Como descrito anteriormente para a realizacdo destas analises usamos o
software online Metaboanalyst (http://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xhtml).

A Figura 3 mostra a separacdao dos grupos de alta e baixa EFIFERM. Estes
resultados sdo demonstrados por analise estatistica discriminante por minimos
quadrados (PLS-DA). Na PLS-DA temos o uso do método da regressao linear para
maximizar a separacdo dos grupos e identificar os possiveis marcadores que
acarretam esta diferenca (WORLEY; POWERS, 2015) .

E possivel observar pela Figura 3 da andlise PLS-DA que ha uma tendéncia de
separacéo entre os grupos. No entanto por este método nao foi possivel identificar os
metabdlitos diferentes, pois os valores de R? e Q? foram bem pequenos 0,25 e 0,07
respectivamente. O que nos diz que este método ndo adequado para as amostras que

foram analisadas.
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Figura 5: Analise estatistica pelo método de PLS-DA dos metabdlitos abundantes nas
analises dos grupos com alta e baixa eficiéncia na fermentacao

Entdo, para conseguimos uma identificacdo dos principais metabdlitos que
acarretaram a diferenca entre os grupos. Foi feito o Teste t para os dados
processados, assim temos na Tabela 4 um total de 10 metabdlitos principais que

acarretaram a diferenca entre os grupos de alta e baixa eficiéncia de fermentacao.
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Tabela 4: Metabdlitos potencialmente significativos nas situacdes de alta de baixa
eficiéncia da fermentacao

Peaks(mz/rt) t.stat p.value -log10(p) Metabdlito
1 2150 3.8464 0.00024 3.617 Isomaltitol
2 742 3.8232 0.00026 3.5825 Unknown
3 321 3.6948 0.0004 3.3937 Unknown
4 1879 3.6938 0.00041 3.3922 Unknown
5 1090 -3.5604 0.00063 3.2003 Frutose
6 1189 -3.5306 0.0007 3.1579 Unknown
7 2189 3.4665 0.00086 3.0676 Isomaltose
8 1363 -3.4433  0.00092 3.0352 Unknown
9 548 -3.3048  0.00143 2.8445 5—metil citosina
10 1384 -3.2959  0.00147 2.8324 Unknown

Na Figura 6, também temos a representacdo dos mesmos metabdlitos que
podem ser considerados potencialmente significativos para a diferenciacdo dos

grupos de amostras estudadas.
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Figura 6: Metabdlitos importantes selecionados pelo Teste t com limite de 0,05. Os
circulos rosas representam metabolitos acima do limite. Os valores p foram
transformados por -logl0 para que os metabdlitos mais significativos (com valores de
p menores) sejam plotados na parte superior do gréafico
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Entre os 10 metabdlitos potencialmente significativos (Tabela 4) entre os dois
grupos, 5 foram encontrados no grupo de alta EFIFERM. No entanto, 3 ndo foram
identificados (Unknown) (IDs 321, 1879 e 742). Além destes, aparecem também os
seguintes metabdlitos, alpha-(1,6)-Glucopyranosyl-D-glucitol / ilsomaltitol (2150) e
isomaltose (2189). Ja no grupo classificado de baixa fermentacdo temos também 3
metabodlitos nédo identificados (IDs 1363, 1384, 1189) e foram identificados os

metabdlitos frutose (1090) e 5—metil citosina (548).

5.3. Analise estatistica dos metabolitos obtidos das analises de vinho em
relacdo viabilidade celular.

De maneira semelhante as analises estatisticas da EFIFERM, foram feitas
andlises para a comparacao dos grupos em relacao a viabilidade celular. A Figura 7
mostra a separacao dos grupos pelo método de PLS-DA. Nota-se que também ha
uma tendéncia de separacdo entre 0s grupos de alta e baixa viabilidade celular. No
entanto, também por este método néo foi possivel identificar os metabdlitos diferentes,

pois os valores de R? e Q2 foram baixos, 0,27 e 0,14 respectivamente.
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Figura 7: Analise estatistica pelo método de PLS-DA dos metabdlitos abundantes nas
analises dos grupos com alta e baixa viabilidade celular

Para melhor perfilar os metabdlitos abundantes, foi feita a analise estatistica
pelo Teste t, assim tem-se a relacdo destes metabdlitos (Tabela 5). No total, foram
encontrados 50 metabdlitos em abundancia nos dois grupos analisados. No
entanto, reportamos apenas 15 preferencialmente abundantes cujos valores de p

sdo os menores (Tabela 5).
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Tabela 5: Metabolitos potencialmente significativos nas situacdes de alta e baixa

viabilidade celular

Peaks(mz/rt) t.stat p.value -logl0(p) Metabdlito
1 321 48144 6.98E-06 5.1563 Unknown
2 1307 44852 2.44E-05 4.6126 Acido galacténico
3 1090 -4.4543 2.74E-05 4.5625 Frutose
4 1634 4.2291 6.26E-05 4.2034 Unknown
5 318 4.0368 0.00012 3.9048 Perillyl alcahol
6 587 -4.0323 0.00013 3.898  3-hidroxi-acido benzdico
7 1363 -3.973 0.00016 3.8075 Unknown
8 1189 -3.9571 0.00016 3.7835 Unknown
9 942 -3.7499 0.00034 3.4743 derivado similar a frutose
10 1384 -3.6291 0.0005  3.2985 Unknown
11 2071 3.6227 0.00051 3.2894 Unknown
12 1806 3.5464 0.00066 3.1804 Unknown
13 923 -3.5389 0.00068 3.1697 Unknown
14 1903 3.5305 0.0007  3.1577 Lactulose
15 1586 -3.4683 0.00085 3.0701 Unknown

Na Figura 8, temos a representacdo dos metabdlitos que podem ser

considerados de maior abundancia para a diferenciacdo dos grupos de alta e baixa

viabilidade celular.
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Figura 8: Metabdlitos significativos selecionados pelo Teste t com limite de 0,05. Os
circulos rosas representam metabdlitos acima do limite. Os valores p foram
transformados por -log10 para que os metabdlitos mais significativos (com valores de
p menores) sejam plotados na parte superior do grafico

Dentre os metabdlitos potencialmente significantes no grupo de alta viabilidade,
5 deles néo foram ainda identificados (Unknown) (IDs 321, 1363, 1806, 1634 e 2071).
No entanto, temos identificacdo dos seguintes metabdlitos: Acido galacténico (1307),
Lactulose (1903), Perillyl alcohol (318). No grupo de amostras com baixa viabilidade,
temos 5 metabdlitos néo identificados (IDs 337, 1363, 1384, 1806 e 1189) e foram
identificados os seguintes: Frutose (1090), 3-hidroxi-acido benzoico (587) e derivado

similar a frutose (942).

5.4. Andlise estatistica dos metabélitos obtidos das analises de vinho em
relacdo a contaminacao bacteriana

Por fim, temos representado na Figura 9 a possivel separacdo dos grupos
quanto aos seus metabdlitos em relacéo aos niveis de contaminagéo bacteriana pelo
método estatistico PLS-DA. A andlise foi feita de maneira semelhante as anteriores
descritas nos itens 5.2 e 5.3. Nota-se também que ha uma tendéncia de separacéao
entre os grupos. No entanto, 0 mesmo aconteceu com o0s estudos anteriores. Por este
método nado foi possivel identificar os metabdlitos diferentes, pois os valores de R? e

Q? também foram baixos, 0,48 e 0,41 respectivamente.
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Figura 9: Analise estatistica pelo método de PLS-DA dos metabdlitos abundantes nas
amostras dos grupos com altos e baixos niveis de contaminacéo do vinho

E do mesmo modo, como feito nos itens 5.2 e 5.3, para o conhecimento do
provavel perfil metabdlico das amostras com relacdo a contaminacéo foi feito o Test t
para os dados processados. Foram contabilizados 50 metabdlitos, no entanto foram

reportados somente os 15 que tiveram menor valor de p (Tabela 6).
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Tabela 6: Metabolitos potencialmente significativos nas situacdes de alta e baixa

contaminacao bacteriana

Peaks(mz/rt) t.stat p.value -logl0(p) Metabdlito
1 1549 -7.61 4.89E-11 10.311 Unknown
2 870 -7.59 5.36E-11  10.27 Unknown
3 861 7.068 5.53E-10 9.2572 Unknown
4 476 -6.8 1.78E-09 8.7487 Unknown
5 755 -6.29 1.67E-08 7.7773 Unknown
6 1017 6.231 2.11E-08 7.676 Tagatose
7 1691 5.724 1.80E-07 6.7449 Mannose—6—phosphate
8 1609 5.625 2.71E-07 6.5672 Unknown
9 270 5,574 3.35E-07 6.4756 Maleic acid, 2—methyl
10 548 5.542 3.81E-07 6.4194 5-metil Citosina
11 615 -5.51 4.35E-07 6.3612 Unknown
12 2200 5.489 4.73E-07 6.325 Unknown
13 1596 -5.43 5.92E-07 6.228 Unknown
14 2159 5.289 1.07E-06 5.9715 Unknown
15 1323 527 1.15E-06 5.9382 Acido gluconico

Assim como anteriormente, temos a representacdo na Figura 10, os

metabdlitos considerados potencialmente significativos para a diferenciacdo dos

grupos aos niveis de contaminacao.
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Figura 10 Metabdlitos importantes selecionados pelo Teste t com limite de 0,05. Os
circulos rosa representam metabdlitos acima do limite. Os valores p foram
transformados por -log10 para que os metabdlitos mais significativos (com valores de
p menores) sejam plotados na parte superior do gréfico.

Dos metabolitos de menor p reportados do grupo de alta contaminacéo (Tabela
6), temos 4 ainda nao identificados (IDs 861, 1609, 2159 e 2200) e 6 identificados
sendo eles: Tagatose (1017), Mannose—6—phosphate (1691), 2—methyl Maleic acid

(270), 5—-metil citosina (548), Acido Gluconico (1323). E nos metabdlitos reportados

pertencentes ao grupo de baixa contaminacdo temos 5 néo identificados (IDs 870,

1549, 476, 615 e 755).
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6. DISCUSSAO

De acordo com a literatura, a eficiéncia da fermentagdo em usinas que adotam
0 processo fermentativo continuo estd em torno de 87 a 89% (LOPES, 2016). No
entanto este rendimento é afetado principalmente quando se tem altos indices de
contaminacdo bacteriana, pois as bactérias competem com as leveduras pelos
nutrientes do mosto, além do aclcar que é a fonte de carbono. Geram ainda &cidos
organicos que sdo prejudiciais as leveduras, e consequentemente afetardo o
rendimento da fermentacdo. Com isso, podemos observar a reducdo na viabilidade
celular, pois nesta competicdo existente entre bactérias e leveduras, as bactérias se
beneficiam por possuirem menor tempo de geracdo (GOMES, 2009).

Entre os metabdlitos diferencialmente abundantes presentes no grupo de
amostras que apresentaram alta eficiéncia de fermentacdo (EFIFERM), o metabdlito
de m/z 321, apesar de ser Unknown (ndo identificado), € detectado e quantificado, e
pode ser considerado importante. Pois sua presenca € detectada também em
amostras que possuem alta viabilidade celular, podendo este metabdlito exercer uma
repressdo sobre o crescimento bacteriano, como o efeito antibacteriano do &cido
succinico elucidado por Basso e colaboradores (1997).

Outro metabdlito que podemos ressaltar € a Frutose, presente nas amostras de
baixa EFIFERM e de baixa viabilidade celular. Além do derivado semelhante
identificado (m/z 942), também nas amostras de baixa viabilidade e de alta
contaminacdo do mosto. A Frutose é um dos principais acucares fermentesciveis
metabolizado pela S. cerevisiae para a producdo de etanol (WALKER, 2011). A
presenca deste metabolito reforca a ideia de que os acgucares ndo foram totalmente
convertidos. Resultando assim, em um baixo rendimento que pode estar associado a
presenca de contaminantes. Esses resultados coincidem com os estudos feitos por
BAYROCK (2004), que analisaram o efeito do estresse quimico sobre a levedura
guando esta se encontra sobre a presenca de contaminantes.

Outro metabdlito abundante que esta presente tanto nas amostras de baixa
EFIFERM, tanto em amostras de alta contaminacéo € o 5-metil citosina, que indica a
metilacdo do DNA. Devido as condi¢fes de estresse que as células se encontram na
dorna de fermentacdo ocorrem mudancas epigenéticas, no caso a metilacdo do DNA,
para se adequarem a situacdo que estdao submetidas. A metilagdo ocorre tanto no

DNA da S. cerevisiae quanto no DNA das bactérias contaminantes, segundo estudos
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feitos por BONATELLI (2016) que caracterizou os metabdlitos presentes em ensaios
fermentativos com a S. cerevisiae CAT-1 na presenca da bactéria contaminante
Lactobacillus fermentum (I-2).

O metabdlito de m/z 1363 que apesar de ndo ter sido identificado
quimicamente, esté presente em 3 situacdes estudadas no trabalho sendo elas: baixa
EFIFERM, baixa viabilidade celular e alta contaminacdo bacteriana. Podendo ser
considerado um possivel marcador para uma situacdo onde os altos niveis de
contaminacgdo, acarretam uma baixa viabilidade celular e interferindo de maneira
negativa no rendimento fermentativo, diminuindo a producao de etanol. Problema este
que ainda € um desafio a ser superado nas destilarias.

Segundo Cherubin (2003), com o isolamento de bactérias contaminantes,
identificou-se uma grande variedade de bactérias gram-positivas que predominam na
contaminacdo bacteriana das dornas de fermentacdo. Também foi verificada a
presenca de gram-negativas como as dos géneros Acetobacter, Enterobacter e
Glucanobacter. A presenca das bactérias gram-negativas Acetobacter e
Gluconobacter, pode ser identificada pela presenca do metabdlito Acido gluconico,
encontrado nos grupos baixa viabilidade celular e alta contaminacdo. O Acido
gluconico é produzido pelas bactérias através da oxidacao da glicose realizada pela
enzima glicose desidrogenase (RAMACHANDRAN et al., 2006; SINGH; KUMAR,
2007).

Os estudos metabolébmicos sdo de grande importancia para o setor
sucroalcooleiro, principalmente para o monitoramento do processo fermentativo. Pois
uma vez identificados os metabdlitos, esses irdo contribuir para melhor entender a
fisiologia da fermentacdo no ambiente industrial. Também sera possivel prevenir de
maneira mais eficiente os problemas durante o processo, principalmente os

ocasionados pela contaminacgéo bacteriana.
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7. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos através das analise de metabolémica, pode-se concluir
que ha uma variacdo na composi¢cao quimica do vinho delevedurado, quando temos
baixos e altos niveis de eficiéncia na fermentacéo, viabilidade celular e contaminacgéo
bacteriana.

Foi com os resultados deste estudo, a eficiéncia da metodologia GC/MS aplicada
para as andlises de metabolbmica na fermentacdo. Uma vez que, parte dos
metabdlitos encontrados e identificados, mesmo a usina sendo um ambiente bioldgico
complexo, sdo os mesmo encontrados em trabalhos realizados em escala laboratorial.
Podendo estes futuramente serem considerados importantes biomarcadores para o

monitoramento do processo fermentativo.
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